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Περίληψη
Ο ιός της ηπατίτιδας C είναι ένα RNA ιός θετικής πολικότητας και ανήκει στην 
οικογένεια Flaviviridae. Εξαιτίας σημαντικών γενετικών διαφορών δεν ανήκει 
στην ίδια οικογένεια με τους όιλλους ηπατοιούς. Κατορθώθηκε να κλωνοποιθεί 
και να απομονωθεί το γένωμα του το 1989 από μια ομάδα ερευνητών. Μέχρι 
σήμερα έχουν ανακαλυφθεί και απομονωθεί τα λεγάμενα 1’quasispeici.es” του ιού, 
δηλαδή του διάφορους υπότυπους. Όλοι οι υπότυποι διαφέρουν ελάχιστα 
γενετικά μεταξύ τους και σχετίζονται στενά. Η διάδοση του ιού διαφέρει 
παγκοσμίως όπως και η επικράτηση σε συγκεκριμένες γεωγραφικές περιοχές 
των διάφορων υποτύπων του. Η μελέτη των υποτύπων της ηπατιτίδας C 
προσφέρι πολύτιμα στοιχεία γνώδης πάνω στον μηχανισμό δράσης του ιού, 
αλλά και απαντά σε ερωτήματα όπως η διαφορετική παθογένεια που 
παρουσιάζει ο ιός κατά την εξέλιξη της νόσου, όπως και την διαφορετικότητα 
της ανταπόκρισης των ιών στα αντιικά φάρμακα. Ο κύκλος αντιγραφής του 
ηπατοϊου, ακολουθεί την γνωστή πορεία ενός ιού με μονόκλωνο θετική 
πολικότητας RNA γένωμα το οποίο περιλαμβάνεται μέσα σε ένα εικοσαεδρικό 
καψίδιο με λιποπρωτεϊνικό περίβλημα. Η έκφραση του γενώματος του παράγει 
μια πολυπρωτέΐνη (3000 aa) όπου κατά την πέψη της, εκτός των άλλων, 
παράγεται και η πρωτεΐνη NS4b με την οποία ασχολείται η παρούσα 
πειραματική εργασία. Η ιική πρωτεΐνη NS4b εμπλέκεται σε πολλές διαδικασίες 
κατά τη μόλυνση των ηπατοκυττάρων από τον ιό. Παρόλο που έχει επιτευχθεί η 
ανάλυση όλων σχεδόν των όιλλων πρωτεϊνών του HCV, οι λειτουργίες και τα 
χαρακτηριστικά της NS4b δεν έχει κατορθωθεί να αποσαφηνιστούν πλήρως. 
Όπως και άλλες πρωτεΐνες του ιού έτσι και η NS4b αποτελεί αντιγόνο του ιού και 
δέχεται τη λεγάμενη «αντιγονική πίεση» από τα αντισώματα του ανθρώπινου 
οργανισμού. Λόγω αυτού του γεγονότος μπορεί να αποτελέσει ένα σημαντικό 
εργαλείο για την κατασκευή ανοσοδιαγνωστικών μεθόδων για την διάγνωση της 
ασθένειας σε ορούς ασθενών. Στο παρόν πείραμα πραγματοποιήθηκε η 
κλωνοποίηση των γονιδίων NS4b τριών υποτύπων του HCV, των la, 4ρ και 6a 
και η προκαρυωτική έκφραση των αντίστοιχων πρωτεϊνών με τη χρήση του ρΕΤ 
system manual. Ο απώτερος στόχος της όλης πειραματικής διαδικασίας είναι η 
δημιουργία νέας δοκιμασίας (test) με το οποίο να μπορούν να ανιχνευθούν 
αντισώματα στον ορό των ασθενών όχι μόνο γενικά για τον HCV αλλά και 
συγκεκριμένα για τον κάθε υπότυπο του. Δηλαδή οι μικρές αυτές διαφορές στην 
γενετική αλληλουχία των τριών NS4b γονιδίων χρησιμοποιούνται και 
εκμεταλλεύονται στο επίπεδο της πρωτεΐνης. Η παραγωγή των 
ανασυνδιασμένων ιικών πρωτεϊνών παρέχει τη δυνατότητα μελέτης της δομής 
τους των βιοχημικών τους λειτουργιών και αλληλοεπιδράσεων όπως επίσης την 
προσέγγιση των παθογενετικών τους λειτουργιών, με σκοπό την μελλοντική 
αξιόπιστη ανίχνευση αντισωμάτων του κάθε τύπου ιού στον ορρό του ασθενούς 
αλλά και στην πιθανή δημιουργία εξειδικευμένων φαρμακευτικών ουσιών για 
την καταπολέμηση της νόσου.
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1. Εισαγωγή
1.1 Κατηγοριοποίηση του HCV
Ο ιός της ηπατίτιδας C (HCV) λόγω σημαντικών γενετικών διαφορών 
του, δεν σχετίζεται άμεσα με του άλλους ηπατοιούς οι οποίοι είναι μέλη 
διαφορετικών οικογενειών (Πίνακας 1). Ο ιός της ηπατίτιδας A (HAV) έχει 
μονόκλωνο θετικής πολικότητας RNA γένωμα αλλά ταξινομείται ως μέλος της 
οικογένειας picornaviridae. Ο ιός της ηπατίτιδας Β (HBV) έχει ως γένωμα 
δίκλωνο μόριο DNA και ταξινομείται στην οικογένεια hepadnaviridae 
(pathmicro.med. sc.edu/virol/hepatitis-virus.htm). Τρεις άλλοι ιοί - GB ιοί A, Β και 
C ( ο τελευταίος πρόσφατα αναγνωρίστηκε, κατά ένα μέρος, ως ιός ηπατίτιδας 
G)- έχουν προταθεί ως μέλη της οικογένειας flavivindae αλλά οι GB ιοί δεν έχουν 
ακόμα προσδιοριστεί σε ένα συγκεκριμένο γένος (Welsch Christoph et al. 2007). 
Ο ιός της ηπατίτιδας C είναι ένας RNA ιός (9.6 Kbp) θετικής πολικότητας και 
ανήκει στην οικογένεια των Flavivindae, η οποία επίσης περιλαμβάνει τα γένη 
Pestivims - (Bovine Viral Diarrhea Virus [BVDV] κλπ) και Flavivims -(Kunjin, 
Dengue) και ο ιός του κίτρινου πυρετού. Τα τρία γένη της οικογένειας των ιών 
Flavivindae έχουν πανομοιότυπη γενετική οργάνωση και η γενική φύση των 
πολυπρωτεϊνών τους είναι όμοια, όπως υποστηρίζεται από τις ομοιότητες των 
υδροφοβικών τους προφίλ. Έρευνες πάνω σε αυτούς και σε άλλους 
συσχετιζόμενους ιούς συνεχίζουν να παρέχουν πληροφορίες για την καλύτερη 
κατανόηση του πως αντιγράφεται ο HCV και πως αλληλεπιδρά με τα 
μολυσμένα κύτταρα. Ο HCV ταξινομήθηκε ως μέλος της οικογένειας flaviviridae 
λόγω της ομοιότητας του με τους flaviviruses και τους pestiviruses, αλλά 
κατηγοριοποιήθηκε ως το πρώτο μέλος ενός νέου γένους ονομαζόμενο 
hepacivims (Kato Nobuyuki et al. 2001, Welsch Christoph et al. 2007).
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Πίνακας
Ηπατίτιδα A Ηπατίτιδα
Β
Ηπατίτιδα C Ηπατίτιδα
Delta
Ηπατίτιδα Ε
Κυκλικό
Ιική οικογένεια Picorna ιός
Hepadna
ιός
Flavi ιός
RNA
παρόμοιο με
Παρόμοιο 
με Calici
φυτικά ιούς
ιοειδή
Νουκλεικό οξύ
RNA (+) 
πολικότητας
DNA
(μερικώς
δίκλωνο)
RNA (+) 
πολικότητας
RNA (-) 
πολικότητας
RNA (+) 
πολικότητας
Προκαλούμενη
ασθένεια
Μολυσματική
Ηπατίτιδα
Ηπατίτιδα
Ορού
Νοη-Α,
non-B
ηπατίτιδα
Εντερική 
non-A, non- 
Β ηπατίτιδα
Μέγεθος ιικού 
σωματιδίου
~ 28nm ~40nm 30 - 60nm ~ 40nm 30 - 35 nm
Φάκελος Όχι Ναι Ναι Ναι Όχι
Πίνακας 1: Κατηγοριοποίηση των ηπατοιών
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1.2. Εμφάνιση του HCV- Παθογένεια.
Ο ιός της ηπατίτιδας C (HCV) αναγνωρίστηκε μόλις το 1974 ως ο ιικός 
παράγοντας πρόκλησης ηπατίτιδας, η οποία σχετιζόταν με τη μετάγγιση 
αίματος αλλά δεν ήταν τύπου Α ή Β. Η λοίμωξη που προκαλούσε ο άγνωστος 
μέχρι τότε παράγοντας αρχικά ονομάστηκε μη-Α, μη-Β ηπατίτιδα (ΝΑΝΒΗ) 
(Alter H.J et al. 1975, Feinstone S.M et al. 1975, Knodell R.G et al. 1975). O HCV 
παρουσιάζει περιορισμένο εύρος οργανισμών που μπορεί να προσβόιλλει, 
περιοριζόμενο στον άνθρωπο και στον χιμπατζή (Rychlowska Malgorzata and 
Bienkowska-Szewczyk Krystyna, Acta Biochimica Polonica, 2007).
Η μεγόιλη καθυστέρηση στην ταυτοποίηση του γονιδιώματος του ιού 
HCV οφείλεται στον πολύ μικρό τίτλο του ιού στο αίμα των ασθενών σε 
συνδυασμό με την έλλειψη κατάλληλου συστήματος για την αναπαραγωγή του.
Στις αρχές του 1989 μια ομάδα ερευνητών (Choo Q.L et al. 1989) 
κατόρθωσε να κλωνοποιήσει και να χαρακτηρίσει το γονιδίωμα του ιού. 
Συγκεκριμένα, ανακόιλυψαν ότι το cDNA που απομόνωσαν, από cDNA 
βακτηριακές βιβλιοθήκες έκφρασης, προέρχεται από ένα μόριο RNA θετικής 
πολικότητας, μήκους 10.000 νουκλεοτιδίων. Ο ιός αυτός ονομάστηκε HCV και 
επιβεβαιώθηκε ότι αποτελεί την κύρια αιτία μη-Α, μη-Β ηπατίτιδας που συνδέεται 
με τη μετάγγιση αίματος. Η ηπατίτιδα C είναι μια ιογενής νόσος που 
παρουσιάζει ευρεία γεωγραφική κατανομή παγκοσμίως. Σήμερα, υπολογίζεται 
ότι περίπου 170 εκατομμύρια άνθρωποι (3% του παγκόσμιου πληθυσμού), είναι 
φορείς της ηπατίτιδας C, ενώ 3 εκατομμύρια νέων κρουσμάτων παρουσιάζονται 
ετησίως (Poynard Τ. Et al. 2003).
Παράλληλα, η μόλυνση από τον ιό HCV, χαρακτηρίζεται από ένα υψηλό 
βαθμό μετάπτωσης (80-85%) σε χρόνια ηπατίτιδα. Η χρόνια λοίμωξη διακρίνεται 
σε χρόνια ενεργό και σε χρόνια εμμένουσα ηπατίτιδα. Το υψηλό ποσοστό 
μετάπτωσης σε χρόνια ηπατίτιδα οφείλεται κυρίως στο γεγονός ότι η πλειοψηφία 
των ασθενών αδυνατούν να εξαλείψουν τον ιό, λόγω της ικανότητας του να 
διαφεύγει των μηχανισμών απόκρισης του ανοσοποιητικού συστήματος. Ένα 
σημαντικό ποσοστό ασθενών (20%) αναπτύσσει κίρρωση ήπατος ενώ ετησίως 
το 3%-5% των κιρρωτικών ασθενών θα παρουσιάσει ηπατοκυτταρικό 
καρκίνωμα(ΗΟΟ) (Di bisceglie et al. 2000, Poynard T et al.2001, Hoofnagle J.H. 
2002, Moradpour, D. and Blum, H.E. Gastroenterol Hepato., 2005, Levrero M., 
Nature Pablishing Group - Oncogene, 2006, Karami Ali et al. Hepatitis Monthly, 
2006). Στην επιδημιολογική μελέτη της ηπατίτιδας C χρησιμοποιείται σαν δείκτης 
επιπολασμού της λοίμωξης η παρουσία αντισωμάτων έναντι του ιού HCV στον 
ορό (Kato Nobuyuki, Ata Medica Okayama, 2001).
1.3. Τρόποι μετάδοσης της λοίμωξης
Οι χρήστες ναρκωτικών ουσιών που χρησιμοποιούν κοινές σύριγγες και 
άλλα εξαρτήματα για αυτό το σκοπό, έχουν αυξημένες πιθανότητες να 
μολυνθούν από τον HCV(60%). Μεταξύ των 50% και 90% από αυτούς που 
έχουν μολυνθεί με τον HIV θα μολυνθούν επίσης με τον HCV. Αυτό συμβαίνει 
γιατί και οι δύο ιοί μεταδίδονται εύκολα μέσω της επαφής του αίματος. Ο HCV
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μπορεί να περάσει από το αίμα ενός μολυσμένου ατόμου στο αίμα άλλου 
ατόμου μέσω των παρακάτω οδών (pathmicro.med.sc.edu/virol/hepatitis- 
virus.htm):
S Προϊόντα αίματος ή μεταφορά αίματος (πριν το 1992).
S Χρήση κοινών συριγγών από χρήστες ουσιών.
■S Ανοιχτά τραύματα ή βλεννώδεις κοιλότητες (π.χ. στόμα, κόλπος) οι οποίες 
είναι εκτεθειμένες στο μολυσμένο αίμα.
1.4. Γεωγραφική κατανομή του HCV - Ποικιλομορφία των υποτύπων του ιού
Θεωρείται ότι 3% του παγκόσμιου πληθυσμού είναι μολυσμένος με τον HCV 
(World Health Organization, Hepatitis C, 2000).Οι περισσότεροι πληθυσμοί 
στους Αμερικανούς, Ευρωπαίους και νοτιοανατολικούς Ασιάτες έχουν ρυθμό 
διάδοσης κάτω του 2.5%. Στις δυτικές περιοχές του Ειρηνικού ωκεανού και μέρη 
της νοτιοανατολικής Ασίας οι ρυθμοί διάδοσης είναι μεγαλύτεροι και μεταξύ 2.5- 
4.9%, σε αντίθεση, σε πληθυσμούς στην μέση ανατολή και στην Αφρική, η 
διάδοση του HCV δείχνει να κυμαίνεται μεταξύ 1- 12% (Εικόνα 1).
HCV Has Broad Global Prevalence
■ >ιο^
H No data au a liable
Εικόνα 1: Παγκόσμια κατανομή του HCV.
Όπως είναι γενικό στους RNA ιούς έτσι και στον HCV παρουσιάζεται σημαντική 
γενετική ποικιλότητα. Αυτή η ποικιλομορφία μπορεί να απορρέει από:
α) Φυσική προδιάθεση της αντιγραφής του HCV για λάθη. Η σύνθεση νέων 
αλυσίδων γενωμικού RNA είναι μια διαδικασία χωρίς μηχανισμούς 
επιδιόρθωσης λαθών γιατί η ιική RNA πολυμεράση δεν κατέχει αυτή την 
ιδιότητα. Τα λάθη αυτά κατά την διάρκεια της σύνθεση των αλυσίδων 
ενσωματώνονται στο RNA του HCV ως μεταλλάξεις οι οποίες τις περισσότερες 
φορές απομακρύνονται από τη δράση της αρνητικής επιλογής γιατί είναι
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επιβλαβείς(Τΐιηπι Joerg and Michael Roggendorf, World Journal of 
Gastroenterology, 2007).
β) O HCV έχει τη δυνατότητα να προσαρμόζεται ταχύτατα στο περιβόιλλον του 
κυττάρου που έχει προσβάλλει. Κάτω από οξεία λοίμωξη η φυσική επιλογή 
επιλέγει τους γενότυπους που μπορούν να διαιωνιστούν και να αποδράσουν 
από το ενεργοποιημένο ανοσοποιητικό σύστημα (Timm Joerg and Michael 
Roggendorf, World Journal of Gastroenterology, 2007)
γ) Η θετική φυσική επιλογή διασώζει και πόιλι του γενώτυπους οι οποίοι είναι 
ανθεκτικοί σε οποιοδήποτε φάρμακο. Τα φάρμακα αυτά κατά κανόνα 
στοχεύουν τις πρωτεΐνες που κωδικοποιούνται από τον ιό (Timm Joerg and 
Michael Roggendorf, World Journal of Gastroenterology, 2007)
δ) Ο μεταλλακτικός ρυθμός του HCV υπολογίζεται στις 0.816- 1.92 χ ΙΟ3 
υποκαταστάσεις / γενωμική θέση / χρόνο. Αυτός ο υψηλός ρυθμός μπορεί να 
οδηγήσει σε εγκαθίδρυση 8 με 18 μεταλλάξεων στο RNA του HCV για κάθε 
χρόνο μόλυνσης (Rispeter Κ. et al, Virus Genes, 2000)
Υπότυποι:
Οι παραλλαγές του HCV έχουν κατηγοριοποιηθεί σε έξι μεγάλους 
γενοτύπους (Εικόνα 2), ή ομάδες βασιζόμενες σε γενετικές ομοιότητες. Ομάδες 
στενά συνδεδεμένων παραλλαγών μέσα σε ένα γενότυπο έχουν 
κατηγοριοποιηθεί ως υπότυποι. Έχουν περιγράφει πάνω από εκατό υπότυποι 
συνολικά για τον HCV. Οι γενετικές αλληλουχίες των γενοτύπων του HCV 
διαφέρουν περίπου 31- 33% και των υποτύπων 20- 25%. Σύγκριση των 
υποτύπων μέσα σε ένα γενώτυπο δείχνει μικρότερη αλλά ακόμα σημαντικό 
βαθμό απόκλισης. Ο αριθμός δηλώνει τον γενότυπο και το γράμμα τον υπότυπο. 
Για παράδειγμα, το la αναφέρεται στον γενότυπο 1 και στον υπότυπο a. Η 
γεωγραφική κατανομή του κάθε υπότυπου διαφέρει από των άλλων αλλά είναι 
τοπικά συγκεκριμένη. Παρ’ όλ’ αυτά, κάποιες περιοχές είναι αποκλειστικά 
μολυσμένες από συγκεκριμένους γενότυπους ή και από συγκεκριμένους 
υπότυπους γενωτύπων. Γενικά, μπορεί να αναφερθεί ότι, ο γενότυπος 1 ένας 
παγκόσμιος κοινότυπα γενότυπος με μεγαλύτερη όμως συγκέντρωση στη 
Β.Αμερική και Β.Ευρώπη, ο γενότυπος 2 στη Μεσόγειο και Άπω Ανατολή, ο 
γενώτυπος 3 στην Ευρώπη, ο γενότυπος 4 στην Αφρική και τη Μέση Ανατολή, ο 
γενώτυπος 5 στη Νότια Αφρική και ο γενότυπος 6 στη Νοτιο-Ανατολική Ασία 
και Αυστραλία (Εικόνα 2) (Simmonds Peter, Journal of General Virology, 2004, 
Timm Joerg and Michael Roggendorf, World Journal of Gastroenterology, 2007).
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aΕικόνα 2: To Εξελικτικό δέντρο όλων των γνωστών υποτύπων και γενοτύπων του HCV. 
Παράλληλα απεικονίζεται και η γεωγραφική κατανομή του καθενός γενωτύπου.
1.5. Η οργάνωση του γονιδιώματος του HCV.
Το ιικό γονιδίωμα (Εικόνα 3) συνίσταται σε ένα μονόκλωνο μόριο RNA 
θετικής πολικότητας, μεγέθους περίπου 9600 νουκλεοτιδίων που περιλαμβάνει 5' 
(341 νουκλεοτίδια) και 3' (μεταβλητό μέγεθος) μη μεταφραζόμενα άκρα και 
κωδικοποιεί μια πολυπρωτεΐνη μήκους 3000 αμινοξέων από ένα ανοιχτό πλαίσιο 
ανάγνωσης που στη συνέχεις πρωτεολύεται από ιικές και κυτταρικές πρωτεάσες 
σε 10 αυτόνομες πρωτεΐνες, 4 δομικές (structural) και 6 μη δομικές (non- 
structural), (Grakoui Arash et. al Journal of Virology, 1993). Ο ιός δεν 
ενσωματώνεται στο γονιδίωμα του μολυσμένου κυττάρου, καθώς η αντιγραφή 
του ιικού γονιδιώματος συμβαίνει εξ ολοκλήρου στο κυτταρόπλασμα του 
μολυσμένου κυττάρου. Ο βασικός στόχος όλων των ιών, συμπεριλαμβανομένου 
και του HCV, είναι να αντιγράφεται, να φτιάχνει νέα αντίγραφα του εαυτού του. 
Διαφορετικά από τους άλλους οργανισμούς, ένας ιός δεν μπορεί να αντιγράφει 
από μόνος του γιατί απλά δεν κατέχει όλα τα απαραίτητα «εργαλεία» γι’ αυτό. 
Για την επιτυχή τους μεταγραφή, ο HCV και άλλοι ιοί πρέπει να μολύνουν άλλα 
κύτταρα και να χρησιμοποιήσουν την κυτταρική συσκευή συμπεριλαμβανομένου 
των ενζύμων και άλλων πρωτεϊνών. (Timm Joerg and Michael Roggendorf, 
World Journal of Gastroenterology, 2007, Kato Nobuyuki, Ata Medica Okayama, 
2001). O HCV κατά βάση στοχεύει τα κύτταρα του ήπατος αλλά εμφανίζει και 
έξω-ηπατικό πολλαπλασιασμό σε περιφερικά κύτταρα του αίματος (PBMCs)
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όπως, μονοκύτταρα, μακροφάγα, δενδριτικά κύτταρα, Β και Τ λεμφοκύτταρα 
(Nadege Goutagny, The Journal of Infectious Diseases, 2004). Λοίμωξη από το ιό 
της ηπατίτιδας C έχει παρατηρηθεί και στα κύτταρα του μυελού των οστών 
(Domenico Sansounno et al. Blood, 1998).
5'NTR
περιοχή που κωδικοποιεί την πρόδρομο πολ υ πρ ωπείνη
............  I . --------- 3'NTR
δομικές αμ άτεχνες
gp70 '[>7 ρ23
μη βομικες αρατείνες
ρ70 ρ8 ρ27 ρ56/58
νβνκΛεοκα,βίίιο
ίιαμεμ/ρανικ,ή
ηρατεχνη
σνμπ αρ ay ο ντες
Εικόνα 3: Το γονιδίωμα του HCV κωδικοποιεί μια πολυπρωτεΐνη η οποία ύστερα από 
πρωτεολυτική πέψη από κυτταρικά και ιικά ένζυμα παράγει δέκα διαφορετικές πρωτεΐνες.
Το γένωμά του κωδικοποιεί το λιγότερο 10 διαφορετικές ιικές πρωτεΐνες, 
συμπεριλαμβανομένου τις δομικές και τις μη δομικές. Οι δομικές πρωτεΐνες 
ενσωματώνονται στο καψίδιο και στον φάκελο των νέων ιικών σωματιδίων 
(εικόνα 4), ενώ οι μη δομικές πρωτεΐνες εμπλέκονται στη διαδικασία της ιική 
αντιγραφής.
γλυκό πρωτεΐνες φάκελον core
φάκελος πκό RNA
περίπου 60nm
Εικόνα 4: Δομή του ιικού σωματιδίου (εικοσαεδρικό καψίδιο) του HCV
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Κυτταρικές και ιικές πρωτεΐνες διευκολύνουν την πρόοδο του HCV στον 
κύκλο αντιγραφής του. Έρευνες την τελευταία δεκαετία έχουν διασαφηνίσει τις 
λειτουργίες πολλών από αυτών των πρωτεϊνών, αλλά κάποιοι ρόλοι τους στην 
ιική αντιγραφή παραμένουν αδιευκρίνιστοι. Υποστηρίζεται ότι οι ιικές πρωτεΐνες, 
είτε από μόνες τους είτε μετά από αλληλεπίδραση με κυτταρικές μπορούν να 
προκαλέσουν ένα μεγάλο εύρος κυτταρικών δραστηριοτήτων (Levrero Μ., 
Nature Publishing Group Oncogene 2006) συμπεριλαμβανομένου, την μεταγωγή 
σημάτων, την τροποποίησης της μεταγραφής, τον μετασχηματισμό, την 
απόπτωση (Fischer Richard, World Journal of Gastroenterology, 2007) την 
ανακατανομή των μεμβρανών, ρύθμιση της μετάφρασης και πρόκληση 
δυσλειτουργιών στο ενδοπλασματικό δίκτυο όπως μειωμένη κυστιδιακή 
μεταφορά διάμεσου αυτού και του Golgi και την επαγωγή ER stress. (Ciccaglione 
A. R. et al. Archives of Virology, 2005).
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1.6. Ο κύκλος ζωής του Ιού
(Lindenbach Β. D. and Rice C. Μ., Nature, 2005, Rychlowska Malgorzata and 
Biehkowska-Szewczyk Krystyna, Acta Biochimica Polonica, 2007)
1. Επαφή και σύνδεση των πρωτεϊνών El και Ε2 του φακέλου, με τον ιικό 
υποδοχέα του κυττάρου-ξενιστή ο οποίος μπορεί να είναι ο CD81, LDLR, 
SR-BI, DC-SIGN, L-SIGN ή και γλυκοζαμινογλυκάνες (GAGs), (Gundo 
Diedrich, the FEBS Journal, 2006)
2. Ενδοκύττωση του ιικού σωματιδίου επαγόμενη από τον υποδοχέα
3. Σύντηξη της ιικής μεμβράνης με τη μεμβράνη του κυστιδίου ενδοκύτωσης 
λόγω του όξινου pH και εκφύλιση του καψιδίου
4. Απελευθέρωση του ιικού RNA στο κυτταρόπλασμα
5. Μετάφραση του ιικού RNA μέσω IRES (cap- indepentend translation) και 
επεξεργασία της πολυπρωτείνης
6. Αναπαραγωγή του ιικού RNA μέσω της σύνθεσης συμπληρωματικού 
κλώνου αρνητική πολικότητας στη μεμβράνη του ΕΔ με την βοήθεια των 
μη δομικών πρωτεϊνών του ιού. Γενικά στο ιικό αυτό σύμπλεγμα 
αντιγραφής (υποστηρίζεται ότι η αντιγραφή πραγματοποιείται πάνω σε 
μάζες λιπιδίων) συμμετέχουν όλες οι μη δομικές πρωτεΐνες (NS3, NS4a, 
NS4b, NS5a-RNA πολυμεράση και NS5b) του ιού αλλά και κυτταρικές 
πρωτεΐνες
7. Η δομική ιική πρωτεΐνη core συγκροτεί το εικοσαεδρικά νουκλεοκαψίδια 
και οι επίσης δομικές πρωτεΐνες Ε1 και Ε2 συμμετέχουν στην κατασκευή 
του φακέλου προερχόμενου από την μεμβράνη του ΕΔ για την τελική 
ολοκλήρωση του ιικού σωματιδίου. Τουλάχιστον 420 υπομονάδες της 
core πρωτεΐνης ενσωματώνονται στο εικοσαεδρικό καψίδιο.
8. Ωρίμανση και μεταφορά των ιικών σωματιδίων στην κυτταρική 
επιφάνεια
9. Απελευθέρωση του ιού με εξωκυττάρωση
Μετάφραση μέσω των 
κυτταρικών ριβοσωμάτων
Επεξεργασία από κυτταρικές 
και ιικές πρωτεάσες στη 
μεμβράνη τον ΕΔ
Εικόνα 5: Ο κύκλος αντιγραφής του HCV.
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1.7. Η έκφραση του γενώματος
Κατά τη διαδικασία της μετάφρασης του RNA ιικού γενώματος 
παράγεται μια πολυπρωτεΐνη χρησιμοποιώντας τα ριβοσώματα του κυττάρου 
ξενιστή. Ο HCV εκκινεί την πρωτεϊνική σύνθεση από το γένωμα του μέσω μιας 
εσωτερικής θέσης δέσμευσης του ριβοσώματος (IRES) η οποία βρίσκεται στην 5’ 
UTR και κατευθύνει το ριβόσωμα προς τη θέση έναρξης της πρωτεινοσύνθεσης. 
Όπως αναφέρθηκε το προϊόν της μετάφρασης του RNA του HCV είναι μια 
πολυπρωτεΐνη (περίπου 3000 αα), η οποία περιέχει 10 πρωτεΐνες, τις τέσσερις 
δομικές και έξι μη δομικές. Για να λειτουργήσουν αυτές οι πρωτεΐνες θα πρέπει 
να αποκοπούν από την πολυπρωτεΐνη και αυτό γίνεται με τη βοήθεια ιικών και 
κυτταρικών ενζύμων τις ονομαζόμενες πρωτεάσες. Οι δομικές πρωτεΐνες 
διαχωρίζονται από πρωτεάσες του κυττάρου ξενιστή οι οποίες καλούνται 
πεπτιδάσες σήματος, ο διαχωρισμός των NS2 και NS3 πραγματοποιείται μέσω 
της δράσης πρωτεάσης που διαθέτουν οι ίδιες πρωτεΐνες, μια διαδικασία που 
περιγράφεται ως αυτοδιάσπαση και η NS3 πρωτεάση σερίνης, διαχωρίζει τις 
υπόλοιπες μη δομικές πρωτεΐνες (Rychlowska Malgorzata and Bierikowska- 
Szewczyk Krystyna, Acta Biochimica Polonica, 2007, Kato Nobuyuki, Ata Medica 
Okayama, 2001, Grakoui Arash et al Journal of Virology, Mar. 1993).
Δομικές πρωτεΐνες
• Πρωτεΐνη core (191 αα}- σχηματίζει το καψίδιο που περικλείει το 
γενωμικό RNA του ιού
• Ε1 (191 αα) - Πρωτεΐνη φακέλου που πιθανώς εμπλέκεται στην 
προσέγγιση του κυττάρου
• Ε2 (362 αα) - Πρωτεΐνη φακέλου που επίσης εμπλέκεται στην προσέγγιση 
του κυττάρου
• ρ7- άγνωστη λειτουργία, μπορεί να σχετίζεται με την ιική συναρμολόγηση 
και απελευθέρωση. Τεχνικά δεν αποτελεί κάποιο γνωστό δομικό στοιχείο 
του HCV ιικού σωματιδίου, αλλά γενικά κατατάσσεται με την core, El 
και Ε2 στις δομικές πρωτεΐνες. Εντοπίζεται στην κυτταρική μεμβράνη και 
στο ενδοπλασματικό δίκτυο του κυττάρου-ξενιστή και φαίνεται να 
λειτουργεί σαν κανάλι ιόντων. Είναι σημαντική για τη μολυσματικότητα 
του ιού
Μη δομικές πρωτεΐνες
• NS2 (μη δομική πρωτεΐνη 2- 216 αα)- μέρος της NS2- NS3 πρωτεάσης, 
πιθανώς εμπλέκεται στο ιικό σύμπλεγμα αντιγραφής
• NS3 (μη δομική πρωτεΐνη 3- 630 αα) - μέρος της NS2- NS3 πρωτεάσης, 
επίσης περιέχει την NS3 πρωτεάση σερίνης και μία ελικάση/ ΝΤΡάση που 
εμπλέκεται στην αντιγραφή του HCV, πιθανώς να συμμετέχει στο ιικό 
σύμπλέγμα αντιγραφής
• NS4a ( μη δομική πρωτεΐνη 4a- 53 αα) - συμπαράγοντας της NS3 
πρωτεάσης σερίνης, διευκολύνοντας τον διαχωρισμό, πιθανώς να 
εμπλέκεται στο ιικό σύμπλεγμα αντιγραφής
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• NS4b ( μη δομική πρωτεΐνη 4b- 261 αα) - πιθανώς εμπλέκεται στο 
σύμπλεγμα ιικής αντιγραφής (παρ. 1.8)
• NS5a (μη δομική πρωτεΐνη 5a- 446 αα) - φωσφοπρωτείνη άγνωστης 
λειτουργίας, πιθανώς εμπλέκεται στο σύμπλεγμα ιικής αντιγραφής
• NS5b (μη δομική πρωτεΐνη 5b- 591 αα) - περιέχει την ενεργότητα RNA- 
εξαρτώμενης- RNA- πολυμεράσης (RdRp) η οποία αντιγράφει το γένωμα 
του HCV μέσω του ιικού συμπλέγματος αντιγραφής.
Ο διαχωρισμός των πρωτεϊνών από την πολύπρωτεϊνη πραγματοποιείται 
στο ενδοπλασματικό δίκτυο (ER). Μερικός διαχωρισμός πραγματοποιείται κατά 
τη διάρκεια της μετάφρασης (co-translation cleavage) αλλά η διαδικασία 
ολοκληρώνεται μετά το πέρας της μετάφρασης της πολυπρωτείνης (post­
translation cleavage). Ο HCV επίσης φαίνεται να χρησιμοποιεί ένα εναλλακτικό 
τρόπο μετάφρασης που ονομάζεται "frameshifting” και στον οποίο το ριβόσωμα 
ξεκινάει τη μετάφραση από μια λεπτώς διαφορετική θέση στο RNA, μέσω του 
οποίου ο HCV συνθέτει το λιγότερο μια όιλλη ιική πρωτεΐνη, την ARFP, ή F 
πρωτεΐνη, ή core+Ι. Η λειτουργία της και οι συνθήκες ρύθμισης της έκφρασης της 
είναι άγνωστες (Varaklioti, A. Et al. J Biol Chem., 2002).
15
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
08/12/2017 06:05:28 EET - 137.108.70.7
1.8. NS4b πρωτεΐνη
Από όλες τις, παραγόμενες από τις πρωτεολυτικές πέψεις, πρωτεΐνες η 
προκειμένη πειραματική εργασία ασχολείται με την NS4b (27kDa), μια πρωτεΐνη 
περίπου 260 αμινοξέων, η οποία όπως προαναφέρθηκε ανήκει στις μη δομικές 
πρωτεΐνες του ιού. Είναι μια σχετικά υδροφοβική πρωτεΐνη ένα χαρακτηριστικό 
το οποίο στάθηκε για χρόνια ένα μεγάλο εμπόδιο σε πειραματικές τεχνικές πάνω 
σε αυτή. Γι’ αυτό το λόγο μέχρι πρόσφατα αυτή η πρωτεΐνη χαρακτηριζόταν ως 
πρωτεΐνη άγνωστης λειτουργίας. Τα τελευταία χρόνια οι προσπάθειες μελέτης 
της απέδωσαν αποτελέσματα τα οποία παρατίθενται παρακάτω ως τα βασικά 
χαρακτηριστικά της NS4b πρωτεΐνης που είναι πιθανώς κοινά για όλους του 
γενότυπους και υπότυπους του HCV αλλά και για τα άλλα μέλη της 
υπεροικογένειας flaviviridae, παρόλο που δεν υπάρχει συντηρητικότητα στην 
αλληλουχία (Simmonds Peter, Journal of General Virology, 2004 ).
Χαρακτηριστικά της NS4b πρωτεΐνης
1. H NS4b είναι μια διαμεμβρανική πρωτεΐνη του Ενδοπλασματικού Δικτύου. 
Αρχικά αποτελείται από 4 διαμεμβρανικά τμήματα (TMRs) ενώ και τα δύο 
άκρα της βρίσκονται από την μεριά του κυτταροπλάσματος. Μετά από την 
μετάφραση και την επεξεργασία την πολυπρωτείνης, διαδικασίες οι οποίες 
λαμβάνουν χώρα στην μεμβράνη του ΕΔ, το Ν- τελικό άκρο της NS4b 
μεταναστεύει τη μεριά της κοιλότητας του ΕΔ και έτσι η πρωτεΐνη αποκτά και 
άλλη μια διαμεμβρανική περιοχή (Welsch Christoph et al. SciendeDirect, 
Journa of Molecular Graphics and Modelling, 2007).
2. Από μελέτης ηλεκτρονικής μικροσκοπίας πιστεύεται ότι είναι μέρος ενός 
πολυπρωτεινικού συμπλέγματος αντιγραφής (membranous web) που 
σχηματίζεται στη μεμβράνη του ΕΔ κατά τη διάρκεια της ιικής αντιγραφής 
και εξυπηρετεί ως πρωτεΐνη σκαλωσιά όπου συνδέονται και άλλες ιικές και 
κυτταρικές πρωτεΐνες για τον σχηματισμό του ιικού συμπλέγματος 
αντιγραφής Με τη χρήση ηλεκτρονικής μικροσκοπίας έχουν παρατηρηθεί 
και κάποιες άλλες δομές στις οποίες θεωρείται ότι επίσης διαδραματίζεται η 
διαδικασία της αντιγραφής και οι οποίες απαιτούν τη συμμετοχή της NS4b 
για την κατασκευή τους, πρόκειται για πυκνά συναθροίσματα μεμβρανών 
(εστίες) εν ονόματι MAF και είτε αποτελούν την ίδια δομή με αυτή του 
membranous web είτε μια άλλη πολύ συγγενική του (Egger D. et al. Journal of 
Virology, 2002).
3. Συμμετέχει στην υπερφωσφορυλίωση της NS5b (RdRp) όπως και οι NS3 και 
NS4A πρωτεΐνες με τις οποίες μπορεί και αλληλεπιδρά (Koch J. Ο. and 
Bartenschlager R., Journal of Virology, 1999).
4. Σημαντικός ο ρόλος της NS4b στους καταρράκτες μεταγωγής σήματος π.χ, 
σήματα σχετιζόμενα με την ενεργοποίηση του NF-kB , ΑΡ-1 και SRE και 
επακόλουθη διαφοροποίηση της γονιδιακή έκφρασης.
5. Στην διαμεμβρανική της περιοχή υπάρχει ένα μοτίβο δέσμευσης 
νουκλεοτιδίων (ΝΒΜ, nucleotide binding motif), το οποίο δεσμεύει και 
υδρολύει το GTP. Η δραστικότητα ΰΤΡασης είναι απαραίτητη για την ιική
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RNA αντιγραφή αφού την διεγείρει και αυτό μπορεί να οδηγήσει με τη σειρά 
του σε ανάπτυξη ηπατοκαρκινώματος (Einav Shirit et al. Journal of Virology, 
2004, Einav Shirit et al. Hepatology, 2008).
6. To C-τελικό άκρο της NS4b εμπεριέχει λιπιδιακές τροποποιήσεις 
(παλμιτουλίωση) σε δύο κατάλοιπα κυστείνης (κυστείνες 257 και 261. αυτές 
οι τροποποιήσεις ειδικά αυτή της Cys-261 είναι σημαντικές για την 
πρωτεϊνική αλληλεπίδραση κατά τη διάρκεια συγκρότησης του 
συμπλέγματος αντιγραφής. Ακόμα η NS4b μπορεί να πολυμεριστεί κάτι το 
οποίο οφείλεται στην Ν-τελική κυτοσολική περιοχή της παρόλο που και οι 
λιπιδιακές τροποποιήσεις του C-τελικού άκρου διευκολύνουν την διαδικασία 
πολυμερισμού (Guann-Yi Yu et al. Journal of Virology, June 2006)
7. Παρουσία μοτίβου bZIP (αμφιπαθής έλικα) στο Ν- τελικό άκρο (Menashe 
Elazar et al. Journal of Virology, 2004) το οποίο δίνει δυνατότητα 
αλληλεπίδρασης με άλλες πρωτεΐνες που κατέχουν bZIP (σχηματισμός 
ετεροδιμερών) όπως ο ευκαρυωτικός παράγοντας μεταγραφής CREB-RP/ 
ATF6p ο οποίος σχετίζεται με την επαγωγή του ΕΔ-stress (Welsch Christoph 
et al. SciendeDirect, Journal of Molecular Graphics and Modelling, 2007).
8. Μια χιμαιρική πρωτεΐνη NS4a/b μπορεί να επηρεάσει αρνητικά την 
κυστιδιακή μεταφορά από το Ενδοπλασματικό δίκτυο στο σύμπλεγμα Golgi 
(Konan Κ. V., et al. Journal of Virology, 2003)
9. H NS4B μαζί με τις άλλες ιικές πρωτεΐνες core και NS4a, αναστέλλουν την 
έκφραση των ρυθμιστών του κυτταρικού κύκλου ρ21/ Wafl/ Cipl/ Sdil 
(Florese R. H.et al. Virus Res, 2002). Εκτός από την cap- depentend κυτταρική 
μετάφραση και η cap-indepentend (IRES) ιική μετάφραση, αναστέλλεται από 
τη παρουσία των παραπάνω πρωτεϊνών (Kato J. et al. J.Med.Viral., 2002)
(Sklan H. Ella and Glenn S. Jeffrey, HCV NS4B: From Obscurity to Central Stage, 
p. 245-266,2006)
1.9. Συστήματα έκφρασης πρωτεϊνών 
(http://silver-server.dur.ac.u)
Τα πρωτόκολλα έκφρασης και καθαρισμού δεν είναι ίδια για όλες τις 
πρωτεΐνες. Το κάθε ερευνητικό πλάνο έκφρασης και καθαρισμού μιας πρωτεΐνης 
είναι μοναδικό και απαιτεί ειδική ανάλυση. Αυτή μπορεί να περιλαμβάνει, 
ανάλυση με τη βοήθεια της βιοπληροφορικής και μηχανικό σχεδίασμά της 
πρωτεϊνικής αλληλουχίας, επιλογή φορέα έκφρασης και κυττάρου ξενιστή αλλά 
και να αντιμετωπίζει μεγάλες απαιτήσεις και επιδιώξεις για το τελικό προϊόν 
(της εκφρασμένης και καθαρισμένης πρωτεΐνης). Εν συγκρίσει με τις τεχνολογίες 
του ανασυνδιασμένου DNA, αυτές της πρωτεϊνικής έκφρασης και καθαρισμού 
τους είναι πιο περίπλοκες. Γι’ αυτό το λόγο υπάρχουν πολλές μέθοδοι και 
πρωτόκολλα για να βγει εις πέρας με επιτυχία ένα πείραμα παραγωγής 
ανασυνδιασμένης πρωτεΐνης. Για να ολοκληρωθεί το πρόγραμμα παραγωγής 
πρωτεΐνης απαιτεί μια σειρά αποφάσεων που θα πρέπει να ληφθούν κατά τη 
διάρκεια διαφορετικών φάσεων του πειράματος.
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Η επιλογή του συστήματος έκφρασης πραγματοποιείται σε σχέση με την εν λόγω 
πρωτεΐνη και εξαρτάται από τους παρακάτω παράγοντες:
S Η πρωτεΐνη εκκρίνεται ή είναι ενδοκυτταρική 
■S Επίπεδο έκφρασης στο κυτταρικό εκχύλισμα 
ν' Υδροφοβικότητα και διαλυτότητα της πρωτεΐνης 
ν' Απαίτηση σε καθαρότητα και ποσότητα 
ν' Γλυκοσιλίωση και άλλες μεταμεταφραστικές τροποποιήσεις 
ν' Κυτταρική εντόπιση (μεμβρανική ή μη) 
ν' Λειτουργική δραστηριότητα και άλλες ιδιότητες 
ν' Σταθερότητα και διαμόρφωση της καθαρισμένης πρωτεΐνης 
ν' Εντολή παράδοσης και χρηματική χορήγηση
Από τον παρακάτω πίνακα είναι εμφανή τα πλεονεκτήματα και τα 
μειονεκτήματα της προκαρυωτικής πρωτεϊνικής έκφρασης τα οποία στάθηκαν 
ως παράγοντες για την απόφαση της παραγωγής των NS4b πρωτεϊνών μέσω 
αυτής της οδού. Η προκαρυωτική έκφραση είναι απλή και γρήγορη κάτι το 
οποίο είναι πολύ θετικό όταν ο χρόνος που δίνεται για τη διεξαγωγή του 
πειράματος είναι σχετικά μικρός. Ακόμα το χαμηλό της κόστος δίνει τη 
δυνατότητα πολλαπλής χρήσης αυτή της διαδικασία της και σχετικά μεγάλου 
αριθμού δοκιμών μέχρι να ολοκληρωθεί το πείραμα. Τέλος η πολύ υψηλή 
απόδοση της μεθόδου παραπέμπει σε μεγάλη παραγωγή ανασυνδιασμένης 
πρωτεΐνης κάτι το οποίο μπορεί και να αποτελεί και το μεγαλύτερο πλεονέκτημα 
αφού μεγάλη ποσότητα σημαίνει πολλές δυνατότητες χρήσης της. Βέβαια δεν 
πρέπει να αγνοηθούν και τα μειονεκτήματα της μεθόδου. Βασικό και ίσως και 
μοναδικό μειονέκτημα αποτελεί το γεγονός ότι η παραγόμενη ανασυνδιασμένη 
(χιμαιρική) πρωτεΐνη δεν έχει της κατάλληλες μετά-μεταφραστικές 
τροποποιήσεις σαν αυτές που έχει η αντίστοιχη όταν εκφράζεται από τα 
κύτταρα των θηλαστικών.
Τα παραπάνω πλεονεκτήματα και επιπρόσθετα το γεγονός ότι με τη 
συγκεκριμένη πειραματική διαδικασία η παραγόμενη ανασυνδιασμένη πρωτεΐνη 
δεν θα περιέχει πολλά επιπρόσθετα αμινοξέα (Εικόνα 26), όπως θα αναμενόταν 
σε άλλες περιπτώσεις λόγω των δύο διαφορετικών υποκλωνοποιήσεων της, 
στάθηκαν ορόσημα για την πραγματοποίηση της προκαρυωτικής της έκφρασης.
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Χαρακτηριστικά E.Coli Ζύμη Κύτταρα εντόμων Κύτταρα
θηλαστικών
Κυτταρική
ανάπτυξη
Ταχεία (30min) Ταχεία (90min) Αργή (18-24h) Αργή (24h)
Πολυπλοκότητα 
θρεπτικού μέσου
Ελάχιστη Ελάχιστη Πολύπλοκο Πολύπλοκο
Κόστος θρεπτικού 
μέσου
Χαμηλό Χαμηλό Υψηλό Υψηλό
Επίπεδο έκφρασης Υψηλό Χαμηλό- υψηλό Χαμηλό- υψηλό Χαμηλό- μέτριο
Εξωκυτταρική
έκφραση
Έκκριση στο 
περιπλάσμιο
Έκκριση στο θρεπτικό 
μέσο
Έκκριση στο θρεπτικό 
μέσο
Έκκριση στο 
θρεπτικό μέσο
Πρωτεϊνική
αναδίπλωση
Επαναδίπλωση 
συνήθως είναι 
απαραίτητη
Επαναδίπλωση ίσως 
είναι απαραίτητη
Σωστή αναδίπλωση Σωστή αναδίπλωση
Ν-γλυκοσυλίωση Καμία Υψηλή μανόζη Απλή, όχι σιαλικό οξύ Πολύπλοκη
Ο-γλυκοσυλίωση Όχι Ναι Ναι Ναι
Φωσφορυλίωση Όχι Ναι Ναι Ναι
Ακετυλίωση Όχι Ναι Ναι Ναι
Ακυλίωση Όχι Ναι Ναι Ναι
γ-καρβοξυλίωση Όχι Όχι Όχι Ναι
Απόδοση (mg)/ λίτρο 
καλλιέργειας
50-500 10-200 10-200 0.1-100
Επιτυγχανόμενος 
ρυθμός(%)
40-60 50-70 50-70 80-95
Κόστος πειράματος Χαμηλό Χαμηλό Μέτριο Υψηλό
Προτεινόμενη
χρήση
Πρωτεΐνη - 
αντιγόνο, 
βαθμονομήσεις 
πρωτεΐνης, 
λειτουργικές 
πρωτεΐνες
Γλυκοσυλιωμένες 
πρωτεΐνες, εμβόλια, 
εκκρινόμενη μορφή, 
εναλλακτικό ως προς το 
σύστημα του κυττάρου 
του εντόμου
Γλυκοσιλιωμένες 
πρωτεΐνες, 
βαθμονομήσεις 
δοκιμών, εκκρινόμενη 
μορφή, εναλλακτική 
ως προς το σύστημα 
των κυττάρων της 
ζύμης
Μελέτη λειτουργίας, 
μελέτη ΜΜΤ, 
βαθμονόμηση 
δοκιμών, 
χαρακτηρισμός
Πλεονεκτήματα Απλή, δυνατή, 
χαμηλότερο 
κόστος, 
υψηλότερη 
απόδοση
Απλή, χαμηλό κόστος, 
καλή για συγκεκριμένες 
πρωτεΐνες
Σχετικά υψηλή 
απόδοση, καλή ΜΜΤ
Φυσική πρωτεϊνική 
διαμόρφωση, 
καλύτερη ΜΜΤ
Μειονεκτήματα Ελάχιστες ΜΜΤ Μεγαλύτερη διάρκεια 
πειράματος , λίγες ΜΜΤ
Μεγάλη διάρκεια 
πειράματος, μικρή 
σχετικά απόδοση
Πολύ υψηλό 
κόστος, μικρότερη 
απόδοση
MMT = μετά-μεταφραστική τροποποίηση όπως η γλυκοσυλίωση
Πίνακας 2: Χαρακτηριστικά των συστημάτων έκφρασης των ανασυνδιασμένων πρωτεϊνών.
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2. Σκοπός του πειράματος
Ο βασικός σκοπός του πειράματος είναι η κλωνοποίηση σε πλασμιδιακό 
φορέα του γονιδίου που κωδικοποιεί για την μη δομική NS4b πρωτεΐνη του HCV 
και η προκαρυωτική έκφραση της σε κατάλληλη κυτταρική σειρά. Η διαδικασία 
αυτή έγινε στα γονίδια NS4b και για τους τρεις υποτύπους la, 4ρ και 6a του ιού. 
Η περαιτέρω απομόνωση και ο καθαρισμός των πρωτεϊνών μπορούν να δώσουν 
το έναυσμα για μελέτη της λειτουργίας της πρωτεΐνης (κάτι το οποίο δεν έχει 
πραγματοποιηθεί σε μεγάλη κλίμακα), όπως επίσης και την μελέτη σε κλινικές 
εφαρμογές για την ταχεία και έγκυρη ανίχνευση αντισωμάτων του ιού στο αίμα 
των ασθενών.
Όπως προαναφέρθηκε, μέχρι σήμερα λίγα είναι γνωστά για την 
λειτουργία και τον ακριβή ρόλο που διαδραματίζει η NS4b πρωτεΐνη στον κύκλο 
ζωής του ιού αλλά και στην επαγόμενη παθογένεια του ξενιστή. Οι περισσότερες 
έρευνες έχουν πραγματοποιηθεί για την NS4b του υπότυπου la τα 
αποτελέσματα των οποίων βρίσκονται ακόμα υπό συνεχή μελέτη (Mavromara Ρ. 
Et al. Medecine et maladies infectieuses, 2005).
Με τη βοήθεια νουκλεοτιδικών ομοπαραθέσεων (nucleotide alignment) 
έγινε δυνατό να προσδιοριστούν οι περιοχές του γενώματος του ιού που 
παρουσιάζουν μεγαλύτερη ποικιλομορφία μεταξύ των γενωτύπων. Ακόμα πιο 
συγκεκριμένα, μεταξύ των διαφόρων υποτύπων του ιού. Η μεγαλύτερη 
ποικιλομορφία εντοπίζεται στις περιοχές του RNA που κωδικοποιούν για τις Ε1 
και Ε2 γλυκοπρωτείνες. Αντίθετα, αλληλουχίες όπως της 5’ αμετάφραστης 
περιοχής, του γονιδίου της core αλλά και των μη δομικών πρωτεϊνών (λόγω του 
ρόλου τους στην αντιγραφή και έκφραση του γενώματος), όπως της NS3, είναι 
πιο συντηρημένες. Από τις μη δομικές πρωτεΐνες δύο είναι αυτές οι οποίες δεν 
συμβαδίζουν με τη συντηρητικότητα των άλλων και παρουσιάζουν αυξημένη 
ποικιλομορφία μεταξύ των γενοτύπων, πρώτα η NS5a και μετά η NS4b 
(Simmonds Peter, Journal of General Virology, 2004 ) (εικόνα 6).
Αυτή η διαπίστωση για την πρωτεΐνη NS4b, αποτελεί πιθανά, τη βάση για 
την έναρξη της κατασκευής μεθόδων ανίχνευσης της σε ορρούς ασθενών. 
Τέτοιες μέθοδοι ανίχνευσης, θα μπορούν να δίνουν απάντηση όχι μόνο για την 
ύπαρξη ή μη του ιού, αλλά και για τον τύπο του ιού.
Ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι η απόκριση του οργανισμού 
στην θεραπεία εξαρτάται από τον γενότυπο του HCV που έχει προσβάλει το 
άτομο. Έτσι με την ταυτοποίηση του τύπου κατά τη διάρκεια της εξέτασης, θα 
είναι εφικτό να προσαρμοστεί η θεραπεία αναλόγως για αποτελεσματικότερη 
καταπολέμηση ή καταστολή του HCV (Timm Joerg and Michael Roggendorf, 
World Journal of Gastroenterology, 2007).
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Genome position
Εικόνα 6: Διαγραμματική απεικόνιση του γενώματος του HCV (πάνω μέρος), υποδεικνύοντας τις 
θέσεις των δομικών και μη δομικών πρωτεϊνών. Στο κάτω μέρος του διαγράμματος 
αναπαρίσταται η ποικιλομορφία της αλληλουχίας μεταξύ διαφορετικών γενωτύπων σε ένα εύρος 
150 bp του γενώματος. Αυτή η ανάλυση αποκαλύπτει περιοχές υψηλής συντηρητικότητας στην 
5’ αμετάφραστη περιοχή και στην αλληλουχία του γονιδίου core ενώ στα γονίδια που 
κωδικοποιούν για τις πρωτεΐνες του φακέλου (Ε1 και Ε2), την NS5a και την NS4b, αξιοσημείωτο 
βαθμό ποικιλομορφίας. (Timm Joerg and Michael Roggendorf, World Journal of Gastroenterology, 
2007).
Τέλος, πρέπει να σημειωθεί ότι ο λόγος που χρησιμοποιήθηκαν για τις 
παρακάτω πειραματικές διαδικασίες τα γονίδια της πρωτεΐνης NS4b των la, 4ρ 
και 6a υποτύπων, είναι ότι οι συγκεκριμένοι υπότυποι είναι οι πιο συχνοί στους 
πληθυσμούς στους οποίους απευθύνεται η μεταγενέστερη δοκιμασία (test) 
διάγνωσης σε Ευρώπη, Αφρική και Ν.Α Ασία, όπου μερικές φορές τα εμπορικά 
διαθέσιμα διαγνωστικά δοκιμασία (test), σε μερικές περιπτώσεις, αποτυγχάνουν 
να διαγνώσουν την ασθένεια. Επιπρόσθετα, δεν έχουν κλωνοποιθεί και μελετηθεί 
(εκτός από τον υπότυπο la) τα NS4b γονίδια όιλλων τύπων της Ηπατίτιδας C 
που παρουσιάζουν σχετικά διαφορετική παθογένεια. Αυτό είναι το έναυσμα για 
περαιτέρω μελέτη της λειτουργίας των ιικών αυτών πρωτεϊνών, των δομικών και 
λειτουργικών τους διαφορών, αλλά και παρασκευή κατάλληλων διαγνωστικών 
εργαλείων και πιθανά φαρμάκων ειδικών για τον κάθε τύπο του ιού.
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Πειραματικά 
3. Υλικά και μέθοδοι 
3.1. Υλικά
3.1.1. Χημικές ουσίες
Στερεές Υγρές
Agarose LE, Promega 
Acrylamide, BDH 
Ammonium peroxodisulfate, Fluka 
Acid boric, Fluka
Calcium chloride 2-hydrate, Merck 
Cesium chloride, AppliChem 
Dextran, Sigma 
EDTA-Na2, BDH 
D-Glucose, BDH 
Glycine, BDH
Acetic acid glacial,, BDH 
Acetone, Fluka 
Dimethylsulfate, Fluka 
Ethanol, BDH 
Glycerol, BDH 
Hydrochloric acid, BDH 
Isopropanol, Labscan 
Methanol, Labscan 
Mercaptoethanol, Sigma 
Temed, Biorad
Magnesium acetate, BDH 
Magnesium chloride, Merck 
Magnesium sulfate, Sigma
Sodium phosphate dibasic heptahydrate, Sigma-Aldrich
Potassium acetate, Merck
Potassium chloride, Merck
Sodium hydrogen carbonate, Merck
Sodium acetate, BDH
Sucrose(saccharose), Merck
Trizma base, Sigma
Trichloroacetic acid, Merck
Sodium chloride, BDH
Yeast extract, Biokar Diagnostics
Tryptone, Biokar Diagnostics
LB agar, Scharlau
Potassium dihydrogen orthophosphate, Merck
Ethidium bromide, Sigma
Blue dextran, Sigma
Ponceau S, Sigma
Xylene cyanol FF, FisherBiotech
Xylene cyanole FF, Sigma
Bromophenol blue, BioRad
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Typo θρεπτικό μέσο LB Broth pH 7.2
3.1.2. Θρεπτικά μέσα
Στα 100ml η ποσότητα των αντιδραστηρίων είναι η εξής:
1 gr triptone
0.5 gr NaCl
0.5 gr yeast extract
Αφού αποστειρωθεί, προσθέτουμε το κατάλληλο αντιβιοτικό στην περίπτωση 
που θέλουμε να το εμβολιάσουμε με βακτηριακό πληθυσμό ή το αφήνουμε χωρίς 
αντιβιοτικό σε περίπτωση που θέλουμε να το χρησιμοποιήσουμε κατά τη 
διάρκεια της διαδικασία του μετασχηματισμού κυττάρων. Σταθεροποίηση του 
pH στα 7.2.
Στερεό θρεπτικό μέσο LB άγαρ pH 7.2
Στα 500ml Η2Ο προσθέτω 17gr LB- Agar σε μορφή σκόνης.
Αφού αποστειρωθεί και αφεθεί να κρυώσει λίγο, προσθέτουμε το κατάλληλο 
αντιβιοτικό και επιστρώνουμε με περίπου 30ml στο κάθε τρυβλίο petri. 
Περιμένουμε να στερεοποιηθεί και αφού το αναστρέψουμε το αφήνουμε σε 
θερμοκρασία δωματίου όλη νύχτα για να φύγουν οι υδρατμοί. Την επόμενη μέρα 
αποθηκεύουμε τα τρυβλία στους +4 °C πάλι ανεστραμμένα.
3.1.3. Αντιβιοτικά (Bristol-Myers Squib)
Ανάλογα σε πιο στάδιο της πειραματικής διαδικασία (π.χ παρασκευή 
επιδεκτικών κυττάρων ή εμβολιασμός αποικιών σε υγρό θρεπτικό υπόστρωμα) 
αλλά και το είδος της κυτταρικής σειράς, χρησιμοποιώ το κατάλληλο αντιβιοτικό 
σε συγκεκριμένη συγκέντρωση.
Αμπικιλίνη
Συγκέντρωση stock: 25mg/ml σε απιονισμένο νερό, αποθήκευση στους -20°C 
Στα 100ml LB- Broth προσθέτω 120λ διαλύματος amp 
Στα 500ml LB- άγαρ προσθέτω 1ml διαλύματος amp
Τετρακυκλίνη
Συγκέντρωση stock: 5mg/ml σε αιθανόλη, αποθήκευση στους -20°C 
Στα 100ml LB- Broth προσθέτω 260λ διαλύματος Tet
Χλωραμφαινικόλη
Συγκέντρωση stock: 34mg/ml σε αιθανόλη, αποθήκευση στους -20°C 
Στα 100ml LB- Broth προσθέτω ΙΟΟλ διαλύματος Cam 
Στα 500ml LB- άγαρ προσθέτω 500λ διαλύματος Cam
Η τελική συγκέντρωση της Cam και στο LB- Broth και στο LB- άγαρ είναι η ίδια.
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3.1.4. Ρυθμιστικά διαλύματα
Ρυθμιστικό διάλυμα ΤΑΕ (5Oxl pH 8.6 για την ηλεκτροφόρηση νουκλεϊκών οξέων 
σε πήκτωμα αγαρόύηο.
Αντιδραστήριο Ποσότητα
Trizma base 242g
Οξικό οξύ 57,1ml
EDTA 0,5Μ pH 8 100ml
Απιονισμένο PhO Έως 1L
Ρυθμιστικό διάλυμα ΤΒΕ (5χ) pH 8 για την ηλεκτροφόρηση νουκλεϊκών οξέων σε 
πήκτωμα αγαρόόητ και ακρυλαμιδίου.
Αντιδραστήριο Ποσότητα
Trizma base 54 g
βορικό οξύ 27.5 g
EDTA 0,5Μ pH 8 20ml
Απιονισμένο EbO Έως 1L
Ρυθμιστικό διάλυμα transfer buffer για μεταφορά των πρωτεϊνών από το 
πήκτωμα ακρυλαμιδίου στη μεμβράνη νιτροκυτταρίνηυ
Αντιδραστήριο Ποσότητα
Trizma base 17.4 g
γλυκίνη 8·7 g
SDS l.Hg
Μεθανόλη 600ml
Απιονισμένο H2O Έως 3L
Ρυθμιστικό διάλυμα ΤΕ
Αντιδραστήριο Ποσότητα
Tris base 1M pH:8 10ml
EDTA 0.5M pH:8 2ml
Απιονισμένο H2O Έως 1L
Ρυθμιστικό διάλυμα ηλεκτροφόρησηυ πρωτεϊνών σε πηκτή ακρυλαμιδίου 10Χ
Αντιδραστήριο Ποσότητα
Trisma Base 30.3 g
γλυκίνη 144.1 g
SDS io«_________________
Απιονισμένο H2O Έως 1L
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Ρυθμιστικό διάλυμα IPX PBS
Αντιδραστήριο Ποσότητα
NaCl 80g
KC1 2g
Na2HPO4-7H20 26.8g
KH2PO4 2.4g
Απιονισμένο H20 Έως 1L
Ρυθμιστικό διάλυμα για DNA fragment extraction από ακρυλαμίδιο (elution 
buffer)
____________ Σύσταση____________
Καυστικό αμμώνιο 0.5Μ, 77MW 
Καυστικό μαγνήσιο 0.01Μ, 214MW
0.1% SDS
___________EDTA0.1M___________
Απιονισμένο PhO
Ρυθμιστικό διάλυμα φόρτωσης πρωτεϊνών σε πηκτή ακρυλαμιδίου (SDS gel­
loading buffer 2Χ)
__________Σύσταση__________
50mM Tris Cl (pH 6.8)
__________ 2% SDS___________
0.1% μπλε της βρωμοφαινόλης 
10% γλυκερόλη
Ρυθμιστικό διάλυμα φόρτωσηο DNA σε πηκτή αγαρόΓης και ακρυλαμιδίου 
(loading buffer 3Χ)
____________ Σύσταση_______________
0.5% μπλε της βρωμοφαινόλης
_______0.5% Xylene Cyanole FF________
___________75% γλυκερόλη____________
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XL-1 blue
2 Στέλεχος E. coli που στερείται του μηχανισμού αναγνώρισης και 
καταστροφής ξένων τμημάτων DNA, γι’ αυτό και χρησιμοποιείται για την 
εισαγωγή σε αυτό, πλασμιδιακού DNA
2 Γενότυπος: endAl gyrA96(nalR) thi-1 recAl relAl lac glnV44 F'[ ::TnlO 
proAB+ laclq A(lacZ)M15] hsdR17(rK' mic+)
2 Διαθέτει πλασμίδιο που του προσδίδει ανθεκτικότητα στο αντιβιοτικό 
τετρακυκλίνη και χρησιμοποιείται για κλωνοποίηση πλασμιδίων, 
εισαγόμενων σε αυτό με μετασχηματισμό
2 Είναι ανθεκτικό στην χλωραμφαινικόλη σε συγκεντρώσεις <40 pg/ml
DH5aF’
ώ Στέλεχος Ε. coli που χρησιμοποιείται για την εισαγωγή και κλωνοποίηση 
πλασμιδιακού DNA.
■S Γενότυπος: F, 980dlacZAM15, A(lacZYA-argF)U169, deoR, recAl, endAl, 
hsdR17(rk_, mk+), phoA, supE44, λ-, thi-1, gyrA96, relA 1 Βακτηpιακές 
αποικίες: Αποτελεί καλό ξενιστή για την πραγματοποίηση της μεθόδου 
ανίχνευσης μπλε/ άσπρων αποικιών.
•S Σε τριβλία που περιέχουν Xgal/ IPTG/ Amp τα μετασχηματισμένα DH5aF’ 
κύτταρα με το ανασυνδυασμένο pUC19 (στο οποίο η ένθεση του γονιδίου 
διακόπτει το γονιδίου της β- γαλακτοσιδάσης) δίνουν αποικίες άσπρες λόγω 
κατάργησης της δράσης της β- γαλακτοσιδάσης. Σε περίπτωση που το 
επιθυμητό γονίδιο ενσωματωθεί στο πλασμίδιο εκτός του γονιδίου της β- 
γαλακτοσιδάσης ή δεν ενσωματωθεί καθόλου τότε οι αποικίες είναι μπλε 
λόγω έκφρασης της β- γαλακτοζιδάσης και μετέπειτα μεταβολισμού του Xgal 
από αυτή. Αποτελεί μια σημαντική μέθοδο αναγνώρισης και απομόνωσης 
των επιθυμητών αποικιών
BL2UDE3) pLvsS
Στέλεχος Ε. coli που περιέχει πλασμίδια που του προσδίδουν ανθεκτικότητα 
στο αντιβιοτικό χλωραμφαινικόλη
S Γενότυπος: F- ,ompT, gal, dcm, Ion, hsdSB(nr me') λ(ϋΕ3) pLysS(cmR)
S Σε συνδυασμό με του πλασμιδιακούς φορείς pET20b(+) είναι ιδανικοί ξενιστές 
για την έκφραση του ανασυνδυασμένου γονιδίου
3.1.5. Κύτταρα (Novagen)
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3.1.6. Πλασμιδιακοί φορείς 
pUC19 vector.
Ζ Είναι ένας μικρός, υψηλού αριθμού αντιγράφων E.coli πλασμιδιακός φορέας 
κλωνοποίησης και έχει μήκος 2.686bp
Ζ Αποτελεί μέρος μιας σειράς συσχετιζόμενων πλασμιδίων που περιέχουν μέρη 
των πλασμιδίων pBR322 και M13mpl9.
Ζ Η αρίθμηση των νουκλεοτιδίων ξεκινάει στο πρώτο Τ στην αλληλουχία... 
TCGCGCGTTT...( αυτό ήταν γενικά μια EcoR 1/ Pvu II θέση κοπής αλλά 
άλλαξε κατά τη κατασκευή) και προάγεται δεξιόστροφα γύρω από το μόριο 
στην κατεύθυνση από το lac στο Αρ
Περιλαμβάνει:
A Το ρΜΒΙ ρεπλικόνιο rep, υπεύθυνο για την αντιγραφή του πλασμιδίου (πηγή- 
πλασμίδιο pBR322).
Ζ Ο υψηλός αριθμός αντιγράφων είναι αποτέλεσμα της έλλειψης του rop 
γονιδίου και μιας απλής σημειακής μετάλλαξης στο rep του ρΜΒΙ
Ζ To bla γονίδιο που κωδικοποιεί για τη β- λακταμάση η οποία προσφέρει 
αντίσταση στην αμπικιλλίνη (source - plasmid pBR322). Διαφέρει από το 
αντίστοιχο του pBR322 σε δύο σημειακές μεταλλάξεις
Ζ Μέρος του οπερονίου lac του E.coli το οποίο περιέχει: περιοχή δέσμευσης 
της CAP πρωτεΐνης, επαγωγέα Puc, θέση δέσμευσης του καταστολέα του lac 
και μέρος του 5'-τελικού μέρους του lacZ γονιδίου που κωδικοποιεί το Ν- 
τελικό μέρος της β- γαλακτοσιδάσης (πηγή- πλασμίδιο M13mpl9). Αυτό το 
μέρος, του οποίου η σύνθεση μπορεί να προαχθεί με IPTG, είναι ικανό να 
πραγματοποιήσει α- συμπληρωματικότητα με την ελλιπή μορφή της β- 
γαλκτοσιδάσης που κωδικοποιείται από το κύτταρο ξενιστή (mutation 
7acZDM15). Τπό την παρουσία του IPTG, τα βακτήρια συνθέτουν την β- 
γαλακτοσιδάση και σχηματίζουν μπλε αποικίες σε θρεπτικό μέσο με Xgal. 
Εισαγωγή DNA μέσα στο MCS (multiple cloning site) που βρίσκεται μέσα στο 
lacZ γονίδιο του pUC19 (τα κωδικόνια 6-7 του lacZ έχουν αντικατασταθεί 
από το MCS) απενεργοποιεί το Ν- τελικό κομμάτι της β- γαλακτοσιδάσης και 
καταργεί την α- συμπληρωματικότητα. Τα βακτήρια που κατέχουν 
ανασυνδιασμένα πλασμίδια σχηματίζουν, γι’ αυτό το λόγο, άσπρες αποικίες.
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Εικόνα 7: Ο πλασμιδιακός φορέας pUC19. Περιλαμβάνει το ρεπλικόνιο rep, το bla γονίδιο και 
μέρος του οπερονίου lac. Σημειώνονται και τα ένζυμα περιορισμού στα οποία είναι ευαίσθητος ο 
φορέας.
Etna
EcaZ4l SccSSI
ffiSI
EsoSSI
Snal
Sail
Ml.
Pstl
Bwl Pael
5'
3‘
M <-
liiMggiaapml-at’?-»? Haul Sad Up! SWl Baintil fta| mi »>« up aaaii -
5 HiSlKKK as :GA ATT CGA GCT CGG TAC CCG GGG ATC CTC TAG AGT CGA CCT GCA GGC ATG CAA GCT TsG CST m CAT K-? CUT « TST TTC C?6 3'
c m ATT TTS cts ccs m aCT TAA GCf CGA GCC ATC· C-C-C CCC TAG GAG ATC TCA GCT GGA CGT CCG TAC GIT CGA Acc «a ha gta cca gta res aca m rae 5*
1» Val Val Ala Lti Sir As# Sir Sir Tm Val Arg Pro Asp ft la Thr Scr Arg Cys Ate Is Leu Str Pro Thr lie Met Tlejlet__________
IK JiuC saieaia 3TM· f-Si 'Τίκ·
Εικόνα 8: Ο πολυσυνδέτης (MSC) του pUC19. Στη θέση 374bp βρίσκεται η θέση κοπής με το 
ένζυμο Smal το οποίο και χρησιμοποιήθηκε για την κλωνοποίηση σε αυτόν των γονιδίων NS4b- 
la, NS4b-4p και NS4b-6a.
ρΕΤ- 20b(+) vector (Novagen)
E Πλασμιδιακός φορέας μεγέθους 3716bp Διαθέτει το γονίδιο που προσδίδει 
ανθεκτικότητα στο αντιβιοτικό αμπικιλίνη 
Ε Χρησιμοποιείται για την κλωνοποίηση και έκφραση γονιδίων μέσω της Τ7 
RNA πολυμεράσης αφού διαθέτει τον κατάλληλο προαγωγέα Μετά τον 
προαγωγέα της Τ7 RNA πολυμεράσης υπάρχει ο πολυσυνδέτης, όπου 
βρίσκονται όλες οι θέσεις αναγνώρισης και κοπής από τα ένζυμα 
περιορισμού. Έτσι, με τη χρήση των κατάλληλων ενζύμων είναι δυνατή η 
εισαγωγή του επιθυμητού γονιδίου, όπως είναι στη συγκεκριμένη περίπτωση 
τα τρία NS4b γονίδια, στο εσωτερικό του πολυσυνδέτη και στη συνέχεια, η 
επαγωγή της έκφρασης του γονιδίου αυτού μετά από την πρόσδεση της Τ7 
RNA πολυμεράσης στον προαγωγέα της.
'ό Φέρει μια σηματοδοτική αλληλουχία στο Ν- τελικό άκρο για εντοπισμό της 
πρωτεΐνης στο περιπλάσμιο η οποία όμως, κατά την κοπή του με τα 
περιοριστικά ένζυμα Ndel και Νοά κατά την πειραματική διαδικασία, 
αποκόπτεται.
S Φέρει μια αλληλουχία 6His στο C- τελικό άκρο για τον καθαρισμό της 
πρωτεΐνης και απομόνωση της με χρωματογραφία νικελίου η οποία δεσμεύει 
τις Ιστιδίνες και έτσι συγκρατεί την πρωτεΐνη πάνω της.
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S Η μεταγραφή σταματά από ένα κωδικόνιο λήξης αμέσως μετά τα 
νουκλεοτίδια που κωδικοποιούν τις έξι ιστιδίνες.
^ Δεν διαθέτει το οπερόνιο της λακτόζης (lacZ), με αποτέλεσμα να μην είναι 
δυνατή η επιλογή των αποικιών που έχουν προσλάβει το επιθυμητό 
πλασμίδιο με την μέθοδο της επιλογής των μπλε/ άσπρων αποικιών.
pET-20b(+) sequence landmarks
T7 promoter 353-369
T7 transcription start 352
pelB coding sequence 224-289
Multiple cloning sites
(Λ7ό I - Xho I) 158-225
His*Tag coding sequence 140-157
T7 terminator 26-72
pBR322 origin 1500
Να coding sequence 2261-3118
fl origin 3250-3705
Εικόνα 9: Ο πλασμιδιακός φορέας pET-20b(+). Παρατίθεται ο χάρτης πέψης με διάφορα ένζυμα 
περιορισμού.
5ρ.Ί
Τ7 promoter prirrer #8934S4 
Τ7 promoter >ϊ»Ι rbs
asat: i :sa t:::s csaaat τ a at a:s a: τ: a: τ a τ asss asa: sa: aacsst τϊ:::τ:τ asaaa t aai hist ttaacfit aasaassasa
i SI 1 - BspM pelB leader Ncol EccR V SamH. EooRI Saci ai a: at at saaat a::ts:ts::sa::s:ts:ts:tsst:ts: ts:t::t:s:ts:::as: css: sat ss: cat ssat atcssaat t aatt :ssa t::sa att: sasct ::
t_ysT yr _e uLeu ? roT h r AI o AI aA InSl y.eu. eu-eu^euA InAI aSInP roAl αν«ί Alepe tAso I teS lyl IcAsnSerAsp^roAsnSerSerSer
s^al cep teaseWane liS# I r*nd lil Xtol His’Tag fipyl 1C2
s τ: sa : aas : τ τ s: ss:: s: a: τ: sas : a: : a: : a :: a: : a::a:tsasatc: ss: τ s: taacaaas::: saaassaas: tsast tss: is: ts:: a::s: tsascaataa:
V al Asp- vs .euAl aAtaAls- euSI sH l sMl sMl sM I sMt sEr«ri
T7 terminator T7 iemiinatof primer #683-37-3
f ascataa: ::: τ t sssscct: taaa: ssst : τ ts assss τ τι t tts
Εικόνα 10: Ο επαγωγέας της T7 RNA πολυμεράσης και ο πολυσυνδέτης (polylinkler) του φορέα 
pET-20b. Στο εσωτερικό του πολυσυνδέτη διακρίνονται οι θέσεις αναγνώρισης των 
περιοριστικών ένζυμων Ndel και Notl, τα οποία χρησιμοποιήθηκαν για την διεξαγωγή της 
παρούσας εργασίας. Μετά τον πολυσυνδέτη διακρίνεται η αλληλουχία 6His.
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pET-20b(+) sequence landmarks
Τ7 promoter 353-369
Τ7 transcription start 352
pelB coding sequence 224-289
Multiple cloning sites 
(Ncol-Xhol)
158-225
His’Tag coding sequence 140-157
T7 terminator 26-72
pBR322 origin 1500
bla coding sequence 2261-3118
fl origin 3250-3705
Εικόνα 11: Σημαντικές αλληλουχίες του φορέα, όπως ο υποκινητής, ο πολυσυνδέτης κ.α
3.1.7. DNA μήτρες για PCR των επιθυμητών γονιδίων
Προκειμένου να συντεθεί ολόκληρο το μήκος και των τριών NS4b γονιδίων 
(εικόνα 12), χρησιμοποιήθηκαν οι ακόλουθες μήτρες :
NS4b-la: pUHDHCV(H)con (Switcherland)
NS4b-4p : Nemp6-12 plasmid- NS4b seq in T0P02.1- (Cameroon)
NS4b-6a : d52- 6plasmid- NS4b seq in T0P02.1- (Vietnam)
Από το αρχείο του εργαστηρίου παρατίθενται παρακάτω οι αλληλουχίες των 
γονιδίων που χρησιμοποιήθηκαν για την παρούσα πειραματική διαδικασία 
(εικόνα 12):
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NS4b-la
TC TCAGCACT T ACC GTACAT 
1 agagtcgtga atggcatgta
EcoO109l (59)
CAAGCAGAAG pCCCTCGGCC 
51 gttcgtcttc c g g|g ag c c g g
101
151
201
251
301
TTATCACCCC
aatagtgggg
GCGAAGCACA 
cgc ttcgtgt
H incll (201) 
GTClAACGCTG 
c ag|ttgc g ac
FVull (248)
ICTGCC GTC AC 
|gac ggcagtg
TTGGGGGGGT 
aac cc cc c ca
TGCTGTC CAG 
acgacaggtc
TGTGGAATTT 
ac accttaaa
BstEII (214) 
C C TGl&TAAC C 
ggaccattg|g
C AGC CC ACT A 
g tcgggtgat
GGGTGGCTGC
cccaccgacg
CGAGCAAGGG ATGATGCTC G CTGAGC AGTT 
gctcgttccc tactacgagc gactcgtcaa
Pstl (73)
TCCTGCApAC CGCGTCC CGC CAAGCAGAGG 
agg|acgtctg gcgcagggcg gttcgtctcc
Xhol (136)
ACCAACTGGC AGAAAC|TCGA GGTCTTCTGG 
tggttgaccg tctttgagct |ccagaagacc
CATCAGTGGG ATACAATACT TGGCGGGCCT 
gtagtcaccc tatgttatga accgcccgga
CCGCCATTGC TTCATTGATG 
ggcggtaacg aagtaactac
Mscl (276)
ACC ACTGGlCC AAACCCTCCT
tggtgacc|gg
C CAGCTCGCC 
ggtcgagc gg
Narl (373)
tttgggagga
GCCCCCGGTG 
cgggggc cac
gcttttacag
c g aaaatgtc
CTTCAACATA
gaagttgtat
CCGCTACCGC
ggcgatggcg
50
100
190
200
250
300
350
351
CTTTGTGGGC GCTGGCTTAG CTGG|C gccgc
g ac cgcjggcg
CATCGGCAGC GTTGGACTGG
400gaaac ac c eg cgaccgaatc gtageegteg c aacctgacc
Eco01Q9l (404)
401
GGAAG|GTCCT
ccttccag|ga
C GTG GAC ATT 
gc acctgtaa
CTTGCAGGGT 
gaacgtccca
ATGGCGCGGG
taccgcgccc
CGTGGCGGGA 
gc ac cgc ccft- 490
Gael (449) EcoOl 091 (482) m ri O O CD CD
451
GCT|CTTGTAG CATTCAAGAT CATGAGCGGT GAGjGTCCCCT C CAC GCA GjG A
900eg agaac ate gtaagttcta gtactcgcca ctcc ag^gga ggtgcc tcct
501
CCTGGTCAAT CTGCTGC CC G C CATC CTCTC GC CTGGAGC C CTTGTAGTC G 590gjgacc agtta gaegaeggge ggtaggagag cggacctcgg g aac ate age
Snal (588)
551
GTGTGGTCTG CGCAGCAATA CTGCGC CGGC AC GTTGGCC C bGGCGAGGGG ΘΟΟcac ac cag ac gegtegttat gacgcggccg tgcaacc ggg |cccgctcccc
Snal (638)
601
GCAGTGCAAT GGATGAACC G GCTAATAGCC TTCGCCTCCC bGGGGAACCA Θ50cgtcacgtta c c taettgge egattategg aage ggaggg |cccccttggt
Θ&1
TGTTTCC C CC ACGCACTACG TGC CGGAGAG CGATGCAGC C GC CC GC GTC A
700ac aaaggggg tgcgtgatgc aegge c tc tc gc tac gtegg c gggege agt
701
CTGCCATACT CAGCAGCCTC ACTGTAAC CC AGCTC CTGAG GC GACTGCAT
750gac ggtatga gtegteggag tgacattggg tc gaggactc c getgae gta
751
CAGTGGATAA GCTC GGAGTG TACCACTCCA TGC
7S3gtc ac ctatt c gagee tcac atggtg aggt ac g
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NS4b-4p
CGTCGCCAGC AAGCAGGCCC 
gcagcggtcg ttcgtccggg
SI
101
isi
201
2S1
Hindll I (56) 
TAG AAA|AGC T 
atgt-tttcga
GGTATTCAAT 
ccataagtta
AGCTTCCCTA
tcgaagggat
AACAGACTCT
ttgtctgaga
GC T AC C C CCA 
cgatgggggt
TGAGCAGTTT 
jactcgtcaaa
ATCTTGCTGG
tagaacgacc
ATGTCCTTTA 
tac aggaaat
CCTCTTCAAC
ggagaagttg
CGGCTTCTAC 
gccgaagat g
Psli (300)
tgca|:-ttggc
3)1 |acgtcaaccg
AGCGTCGGCT
tcgcagccga
Nari (355)
GCTACGGjCGC CGGCGTAGCG 
cgatgccgcjg gccgcatcgc
GGC GAGATGC 
ccgctctacg
Hindi (412) 
CGTClAACAGA 
gcagttgtct
ATCGCCGGGC 
451 tagcggeccg
GCTCTGGTGG 
cgagacc acc
SOI
SSI
601
651
701
GTCACGTGGG 
c agtgc ac|z c
GCGTTCGCAT 
cgcaagccrt a
GTCCGATGC-G 
c aggct acgc
CATCCCTCCT 
gt agggagga
CCGTGTGACT 
ggc ac act-ga
flfBl (508) 
Smal (511)
CC|C|GGGC GAG 
ggg|cccgctc
fhil (560)
CGlCGAGGCAA 
gcjgct ccgtt
GCTGCTCGCG 
cgac gage gc
GAGGCGACTG
ctccgctgac
CATCTTGGC
gt agaaccg
AGGAGGCAAC ACCAATAGTC CAGTCAAACC 
tcctccgttg tggttatcag gtcagtttgg
TGGGCAAAGC ACATGTGGAA CTTTATCAGC 
acccgtttcg tgtacacctt- gaaatagtcg
GTTGTCCACC TTACCCGGCA ATCCCGCTAT 
caacaggtgg aatgggccgt tagggegata
CTGCCGCTGT TACCAGCCCA TTAACCACCC 
gacggcgaca atggtcgggt aattggtggg
AT AT T GGGGG GGTGGGTGGC CTCTCAGATT 
tataaccccc ccacccaccg gagagtetaa
GGCTTTCGTC GTGAGTGGC-C TTGCGGGGGC 
ccgaaagcag cactcaccgg aacgcccccg
EcoOIOOl (32η 
T G GGAAAG|GT CC T g g|t
Sail p3i)
Asd (335) 
Hindi (335)
accctttc c a g|g ac cag c|t|g taggagegge
GAC ATCCTCGCCG
Nari (371) BstE 11(379)
G GjCGC C GT G|G TC-ACC T T C AA 
c cgc|ggeacc agt gjgaagt-t
GGACTTGGTA 
c ctgaacc at
TGGGAGTAGT 
ac cc t c at c a
AACTTGCTCC 
tt gaaegagg
GTGCGCCGCA
cacgcggcgt
AATCATGAGT 
tt agt actc a
CGGCCATACT 
geeggt at ga
ATCC TGCGAC 
t aggaegetg
GGGGCCGTGC
ccccggcacg
T CAC GT GT C T 
agtgc acaga
TAACAGCCAT 
attgtcggta
CACAAGTGGA 
gt gtt- c ac ct
AGTGGATGAA 
tc acctaett
CCCACGCACT 
gggtgegtga
ACTCTCATCT 
t-gagagt aga
TCAATGAAGA
agttacttct
CCGTCTTATT 
ggcagaat aa
ATGTCCCCGA 
t acaggggct-
CTGACTGTGA 
gactgacact
CTGCCCCACT 
gacggggt ga
SO
100
iso
200
250
300
3S0
400
4S0
S00
SS0
600
650
700
719
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c.
NS4b -6a
51
101
151
201
251
301
351
401
451
SOI
551
601
Θ51
701
751
TCTAGGCACA
agatccgtgt
C A G AC AAAA G 
gtctgttttc
AGC TGAAGC C 
tcgacttcgg
AGGAAGCACA 
tccttcgtgt
ATCCACTCTG 
t aggtgagac
CGTCATTGAC 
gc agt aact g
CTCGGCGGCT
gagccgccga
TTTCGTCGTG 
aaagc agcac
GGAGGGTGT T 
cctcc c acaa
GCTCTAGTCG 
cgagat c age
CAT GGT CAAT 
gt accagtta
GGGTCGTGTG 
c e c age acac
GCTAACCAGT
cgattggtea
C GT GT C C CC G 
gc acaggggc
C T CAGATACT 
gagtetatga
CAGTGGGTCA 
gt· c ac c c agt·
TCCCCTACCT
aggggatgga
GTGC TGGGAC 
cacgaccctg
CGC TGTCCAT 
gegae aggt a
TGTGGAAC T T 
acaccttgaa
CCCGGCAACC
gggccgtt-gg
CAGTCCCC TG 
gt-e aggggac
GGATAGC CAC 
cctateggtg
AGCGGCCTAG
tcgccggatc
GGTTGATGTG 
cc aactacac
CTTTCAAGAT 
gaaagtt ct a
TTGCTACCCG
aacgatgggc
TGCTGCCATC 
aegaeggt- ag
GGATGAACAG 
cct aettgt-c
ACGCACTACG 
tgcgt· gat gc
CACTTCTCTT 
gtgaagagaa
ATGAAAACAC 
tacttttgtg
CGCTGAGGGC CAGCAGATTG 
gcgactcccg gtcgtctaac
TCCTCCAAGC GAGTGCCAAG 
aggaggttcg ctcacggttc
TCCGC GTGGC CTAAGGTGGA 
aggcgcaccg gattccacct
TATCAGCGGG ATTCAGTATT 
atagtcgccc taagtcataa
Puull (221)
C AG|C T GTGGC ATCATTGATG 
gte|gacaeeg tagt·aactac
AGGACTTCTC AGACCCTGCT 
tcctgaagag tctgggacga
CCAAGTGGCC CCCCCCCCCG 
ggttcaccgg gggggggggc
CAGGAGCCAC GGTTGGAAGC 
gtcctcggtg ccaaccttcg
CTCGCCGGAT ACGGAGCCGG 
gagcggccta tgcctcggcc
CATGAGCGGC GAGTGTCCGT 
gtact-cgccg ctcacaggca
CGCTGT TGTC GC CAGGGGCT 
gcgacaacag cggtccccga
T TAAGACGC C ACGT TGGCCC 
aattet-gegg tgcaaccggg
GTTAATAGCC TTTGCATCAA 
caattat-cgg aaacgtagtt
Mill (683)
TGCCTGAGAC TGA|C GCGTCA
CCGAACAGTT 
ggettgtc aa
CAGGCAGAAG 
gtccgtette
GGAGTTTTGG 
c etc aaaac c
TGGCGGGCTT 
ac ege c egaa
TCATTTACAG 
agtaaatgtc
CCTCAACATA 
ggagtt gt at
CGTCCACAGC
gcaggtgtcg
AT CGGGCT C G 
tagcccgagc
TGTGTCAGGC
acacagtccg
CCACGGAAGA 
ggtgc ett ct-
CTCGTGGTGG 
gage ac cacc
CGCTGAGGGT 
gc gact ccc a
GAGGCAACCA 
ctccgttggt
A A AAA T GTG A
acggactctg act-gcgc|agt tttttacact 
Spel (727) Accl (731)
A C C A T C. AjCTA G T|C T AC T C C G T A GA T T AC A T 
t ggt agtgat c}aga|tgaggc atctaatgta
GGCCACCCCT t-gc 
ccggtgggga aeg
50
100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
Θ00
®0
700
750
783
Εικόνα 12: Παρατίθενται οι νουκλεοτιδικές αλληλουχίες των γονιδίων NS4b-la (A), NS4b-4p 
(Β) και NS4b-6a (C), μήκους 783 bp, από το αρχείο του εργαστηρίου, οι οποίες με τη χρήση 
του ηλεκτρονικού προγράμματος Prophet μπορούν να εμφανιστούν με τις θέσεις 
αναγνώρισης περιοριστικών ενζύμων κάποια από τα οποία χρησιμοποιήθηκαν κατά τη 
διάρκεια των πειραμάτων για τις δύο υποκλωνοποιήσεις τους αλλά και για τη δημιουργία 
προτύπων πέψης για αναγνώριση των θετικών, σε κάθε περίπτωση, κλώνων.
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3.1.8. Εκκινητές
Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν στην αντίδραση της PCR περιλαμβάνουν 
στα άκρα τους, και στις τρεις περιπτώσεις, αλληλουχίες που αντιστοιχούν στις 
θέσεις δράσης των ένζυμων περιορισμού NdeI και Νοΐ\ (εικόνα 13) , τα οποία 
χρησιμοποιήθηκαν κατά την πειραματική διαδικασία για την κλωνοποίηση των 
NS4b γονιδίων σε πλασμιδιακό φορέα pET20b(+). Παρ’ όλ’ αυτά, στην πρώτη 
φάση του πειράματος όπου η κλωνοποίηση τους πραγματοποιείται στον 
πλασμιδιακό φορέα pUC19, ο οποίος έχει κοπεί με Smal και έχει τυφλά άκρα, η 
Vent πολυμεράση φροντίζει για τη δημιουργία τυφλών άκρων και στα τρία 
γονίδια. Έτσι είναι δυνατή η σύνδεση των γονιδίων με τον πλασμιδιακό φορέα. 
Το υπόλοιπο μέρος των εκκινητών αποτελείται από αλληλουχίες υβριδισμού στο 
αντίστοιχο NS4b γονίδιο.
NS4b- 4ρ
S 5’- CCC ATA TGT CCA AAC ATC TTC CAC TA - 3’ Tm 62°C
AS 5’- GGG GCC GCA CAC GGA GTG GGA GAG - 3’ Tm 73°C
NS4b- 6a
S 5’- CCC ATA TGT CTA GGC ACA TCC CCT AC - 3’ Tm 67°C
AS 5’- GCG GCC GCG CAA GGG GTG GCC GTG T - 3’ Tm 76.5 °C
NS4b- la
S 5’- CCC ATA TGT CTC AGC ACT TAC CGT ACA - 3’ Tm 65.5°C
AS 5’- GCG GCC GCG CAT GGA GTG GTA CAC T - 3’ Tm 71,5°C
Εικόνα 13: Οι αλληλουχίες των εκκινητικών μορίων για το κάθε ένα από τα τρία NS4b 
γονίδια που ενισχύθηκαν με την τεχνική της PCR. Διακρίνονται οι θέσεις κοπής των 
ενζύμων περιορισμού Ndel (κόκκινο) και Notl (μπλε) για την μετέπειτα κατευθυνόμενη 
εισαγωγή τους στον πλασμιδιακό φορέα pET20b(+) ο οποίος έχει επίσης κοπεί με τα ίδια 
ένζυμα.
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3.2. Μέθοδοι
(Τα παρακάτω πρωτόκολλα προέρχονται από τον τόμο: Molecular Cloning, A 
Laboratory Manual, Second edition, Sambrook, Fritsch, Maniatis, Cold Spring 
Harbor Laboratory Press, 1989)
3.2.1. Προετοιμασία δεκτικών βακτηριακών κυττάρων για μετασχηματισμό 
(competent cells).
Για τη δημιουργία επιδεκτικών κυττάρων χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος CaCb.
Πορεία
• Τρυβλίο με στερεό θρεπτικό υλικό εμβολιάζεται με κύτταρα E.coli του 
επιθυμητού στελέχους κάθε φορά από stock γλυκερόλης και επωάζεται 
στους 37 °C για 16-20 ώρες
• Μια μοναδική αποικία από το τρυβλίο μεταφέρεται υπό άσηπτες συνθήκες σε 
50ml θρεπτικού υγρού υποστρώματος και με την παρουσία κατάλληλου 
αντιβιοτικού, όπου χρειάζεται, και επωάζεται με ανάδευση στους 37 °C για 
16-20 ώρες
• Μοιράζουμε σε 2 κωνικές (από 25ml η καθεμία) τα 50 ml του εμβολιασμένου 
και τις αραιώνουμε μέχρι τα 500ml με προσθήκη LB.
• Αφήνουμε να επωαστούν με ανάδευση στους 37 °C και ενδιάμεσα παίρνουμε 
απορροφήσεις των καλλιεργειών στα 600nm έως ότου αυτές φτάσουν 
περίπου τα 0,5 O.D.
• Τοποθετούμε τις υγρές καλλιέργειες σε πάγο, ώστε να πέσει η θερμοκρασία 
και να σταματήσει η ανάπτυξη των κυττάρων. Από αυτό το βήμα της 
πορείας και έπειτα τα κύτταρα θα πρέπει συνεχώς να διατηρούνται στους 4 
°C.
• Φυγοκεντρούμε τις καλλιέργειες 5000rpm, 4 °C για lOrnin.
• Απορρίπτουμε το υπερκείμενο και επαναδιαλύουμε τα βακτήρια σε 250 ml 
διαλύματος CaCb 0.1Μ με ήπια ανάδευση. Επωάζουμε στον πάγο για 20 
min.
• Φυγοκεντρούμε τα βακτήρια στις 5000rpm, 4°C για 15min. Απορρίπτουμε το 
υπερκείμενο.
• Επαναδιαλύουμε το ίζημα σε 43 ml διαλύματος CaCb 0.1Μ αναδεύοντας 
ήπια και επωάζουμε στον πάγο για 15 min.
• Προσθέτουμε 7 ml αποστειρωμένης γλυκερόλης, 100%.
• Μοιράζουμε τις καλλιέργειες σε κλάσματα των 500 λ σε παγωμένα 
σωληνάκια τύπου eppendorf. Ψύχουμε σε υγρό Ν2 και φυλάσσουμε στους -
80 °C.
Σημείωση
Η παραπάνω διαδικασία είναι ακριβώς η ίδια και για τις 3 κυτταρικές σειρές
BL21(DE3) pLysS (παρουσία χλωραμφαινικόλης), XL-1 blue (παρουσία
τετρακυκλίνης) και DH5aF’ που χρησιμοποιήθηκαν κατά τη διάρκεια των
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πειραμάτων. Τα αντιβιοτικά χρησιμοποιήθηκαν μόνο στην καλλιέργεια 
εμβολιασμού, ενώ στα μετέπειτα θρεπτικά υποστρώματα δεν προσθέτω κάποιο 
αντιβιοτικό για να αφήσω τα κύτταρα να αναπτυχθούν εντελώς ελεύθερα. Ο 
λόγος είναι γιατί μπορεί το αντιβιοτικό να τα προστατεύει από την ανάπτυξη 
άλλων βακτηριδίων, αλλά παρ’ όλ’ αυτά, εμποδίζει κατά ένα μέρος την 
ανάπτυξη τους. Το πλεονέκτημα των δύο παραπάνω κυτταρικών σειρών να 
περιέχουν γονίδια ανθεκτικότητας σε κάποιο αντιβιοτικό είναι πολύ σημαντικό 
γιατί δίνει την ευκαιρία να μπορούν να αναπτυχθούν σε πιο αυστηρές συνθήκες 
(παρουσία του αντίστοιχου αντιβιοτικού) και να προστατεύονται από την 
ανάπτυξη άλλων βακτηρίων. Στην περίπτωση των DH5aF’ δεν χρησιμοποιώ 
κάποιο αντιβιοτικό.
3.2.2. Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR)
Τα γονίδια των τριών υποτύπων NS4bla, NS4b4p και NS4b6a βρίσκονται σε 
DNA μήτρα από όπου και θα ενισχυθούν με την αντίδραση της PCR. 
Προστίθενται το γενωμικό DNA του βακτηρίου, το ρυθμιστικό διάλυμα της 
πολυμεράσης, η οποία στην προκειμένη περίπτωση είναι η Vent πολυμεράση, τα 
τριφωσφορικά νουκλεοτίδια (dNTPs), οι εκκινητές (primers) και FhO. Οι 
εκκινητές (~13 νουκλεοτίδια) που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα εργασία 
είναι οι NdeI sense και Nod antisense. Έτσι, μετά το πέρας της αντίδρασης 
ενίσχυσης των επιθυμητών γονιδίων, προκύπτουν προϊόντα που στα άκρα τους 
φέρουν θέσεις κοπής για τα περιοριστικά ένζυμα Ndel και Nod. Επιπλέον οι 
εκκινητές περιέχουν μικρή αλληλουχία των άκρων των γονίδιων για να μπορέσει 
να γένει ο υβριδισμός. Πριν τοποθετηθούν τα μείγματα στη συσκευή PCR 
πραγματοποιείται καλή ανάμειξη όλων των συστατικών.
Υλικά:
Υλικά NS4b4p/NS4b6a NS4bla
DNA template A(10ng/pl) 
(Nemp 6-12)/ d52
A(10ng/pl)
(Morapure pDHDp HCV)
PCR buffer (10χ) Ιθμΐ Ιθμΐ
dNTP mix (2mM) 5pl(10mM) 5pl(10mM)
primer 1 (ΙΟμΜ) 2pl(10mM) 2pl(10mM)
primer 2 (ΙΟμΜ) 2pl(10mM) 2pl(10mM)
Ventpol (luA) 0,2μ1 0,2μ1
MgSCU (lOOmM) 9μ1 9μ1
dH20 έως ΙΟΟμΙ έως ΙΟΟμΙ
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Πορεία:
• Εισάγουμε τα δείγματα στη συσκευή της PCR και ρυθμίζουμε τη συσκευή 
ώστε να εκτελέσει 30 κύκλους. Τα στάδια του κάθε κύκλου είναι τα 
παρακάτω:
NS4b4p/NS4b6a
1. Αρχικό βήμα αποδιάταξης 5min 94 °C
NS4bla 
5 min 94 °C
2. Αποδιάταξη lmin 94 °C lmin 94 °C
3. Υβριδισμός εκκινητών 30sec 60 °C 30sec 63 °C
4. Επιμήκυνση(2-4 Kb/min) lmin 72 °C lmin 72 °C
5. Πίσω στο βήμα 2 29 times 29 times
6. Τελικά επιμήκυνση lOmin 72 °C lOmin 72 °C
και 4 °C
• Μετά το τέλος της αντίδρασης τα δείγματα ηλεκτροφορούνται σε πήκτωμα 
αγαρόζης.
Παρατηρήσεις:
• Το θειικό μαγνήσιο MgSC>4 απαιτείται για την καλύτερη δράση της Vent 
πολυμεράσης η οποία παρουσιάζεται στους 72°C
• Η αντίδραση της PCR πραγματοποιείται στην βέλτιστη συγκέντρωση 
μαγνησίου η οποία έχει βρεθεί από εφαρμογές PCR σε διαφορετικές του 
συγκεντρώσεις
• Η Vent πολυμεράση έχει την ιδιότητα να παράγει τμήματα με τυφλά άκρα 
(bland ends) κάτι το οποίο είναι επιθυμητό γιατί αυτά τα τμήματα θα 
εισαχθούν με αντίδραση σύνδεσης στον πλασμιδιακό φορέα pUC19 ο οποίος 
έχει κοπεί με Smal και έχει επίσης τυφλά άκρα.
3.2.3. Διαχωρισμός τμημάτων DNA
Για το διαχωρισμό τμημάτων DNA και τον προσδιορισμό του μεγέθους του
καθενός χρησιμοποιείται η μέθοδος της ηλεκτροφόρησης.
Α. Οριζόντια ηλεκτροφόρηση αγαρόζης
Χρησιμοποιείται πηκτή αγαρόζης 0,8% ή 1%, ανάλογα με το μέγεθος του DNA
που θέλουμε να διαχωρίσουμε και να ανιχνεύσουμε. Ενδεικτικά η αντιστοιχία
φαίνεται στον παρακάτω πίνακα:
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Ποσοστό αγαρόζης (%) Μέγεθος μορίων DNA (kb)
0.3 60-5
0.6 20-1
0.7 10-0.8
0.9 7-0.5
1.2 6-0.4
1.5 4-0.2
2.0 3-0.1
Πίνακας 3: Η συγκέντρωση του διαλύματος αγαρόζης σε αναλογία με το μέγεθος των μορίων 
DNA που ηλεκτροφορούνται. Συνήθως όσο πιο μικρά είναι τα τμήματα DNA τόσο πιο γρήγορα 
κινούνται στο πήκτωμα άρα η αγαρόζη θα πρέπει να είναι πιο σφιχτή (μεγαλύτερη 
συγκέντρωση).
Τα ml του πηκτώματος αγαρόζης και του ρυθμιστικού διαλύματος της συσκευής 
εξαρτώνται από το μέγεθος της συσκευής και το τελευταίο εξαρτάται από τον 
αριθμό των δειγμάτων αλλά και από τον όγκο τους (η κάθε συσκευή διαθέτει 
χτενάκια συγκεκριμένου μεγέθους όπου τα σχηματιζόμενα πηγαδάκια χωράνε 
συγκεκριμένα μΐ δείγματος).
Γενικά...
για 100ml gel αγαρόζηο (1%)
lgr αγαρόζη + 2ml TAE buffer lx + 98ml H2O
για 100ml ρυθμιστικού διαλύματος ηλεκτροφόρησης (running buffer) 
lml TAE buffer 0,5x + 99ml H2O
Πρέπει να σημειωθεί ότι 10ng είναι η μικρότερη ποσότητα DNA που διακρίνεται 
σε πήκτωμα αγαρόζης 1%.
Πορεία
• Θερμαίνουμε το διάλυμα της αγαρόζης μέχρι να διαλυθεί όλη η ποσότητα της 
και να γίνει διαυγές. Αφήνουμε να κρυώσει λίγο και προσθέτουμε ~2μ1 
βρωμιούχου αιθιδίου 1% και αναδεύουμε ήπια
• Το τοποθετούμε στη συσκευή ηλεκτροφόρησης όπου και αφήνεται να πήξει.
• Όταν η πηκτή πήξει, πληρώνεται η συσκευή με TAE buffer 0,5χ μέχρι να 
καλυφθεί και φορτώνονται τα δείγματα στις ειδικές υποδοχές (πηγαδάκια) 
της πηκτής αφού τους έχουμε προσθέσει κάποια ποσότητα γλυκερόλης, μια 
ουσία που κρατάει τα δείγματα μας μέσα στα πηγαδάκια.
• Συνδέουμε τα ηλεκτρόδια της ηλεκτροφορητικής συσκευής με τη συσκευή 
τροφοδότησης έτσι ώστε το θετικό ηλεκτρόδιο να βρίσκεται στο κάτω μέρος 
της συσκευής όπου κατευθύνονται τα δείγματα τα οποία είναι αρνητικά 
φορτισμένα
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• Εφαρμόζεται τάση ~100 V και μετά από 30 περίπου λεπτά είναι δυνατή η 
ανίχνευση του DNA με τη μορφή ζωνών κάτω από το υπεριώδες φως, 
γεγονός που επιτυγχάνεται μέσω της ενσωμάτωσης των μορίων του 
βρωμιούχου αιθιδίου, μιας ουσίας που απορροφά στο υπεριώδες, στις διπλές 
έλικες του DNA
• Ταυτόχρονα, είναι δυνατός ο προσδιορισμός του μεγέθους των ζωνών μέσω 
της σύγκρισής τους με τους μάρτυρες του μοριακού βάρους.
Β. Κάθετη ηλεκτροφόρηση DNA σε πήκτωμα ακρυλαμιδίου
Σύμφωνα με το πρωτόκολλο...
Για 20ml, 5% : 14.6ml Η2Ο
2ml ΤΒΕ (5χ)
3.3ml Acrylamide mix 
140λ 10%AMPs 
8λ TEMED
Για 600ml ρυθμιστικού διαλύματος ηλεκτροφόρησης ΤΒΕ 1χ
120ml ΤΒΕ 5χ και 480ml Η2Ο
Για διαφορετικές συγκεντρώσεις και όγκους παρατίθεται ανάλογος πίνακας στο
σύγγραμμα του Μανιάτη που αναφέρεται παραπάνω.
Πορεία
• Προσθέτω το διάλυμα του ακρυλαμιδίου στην συσκευή και το αφήνω να 
πήξει
• Μετά την πήξη, πληρώνεται η συσκευή με το ρυθμιστικό διάλυμα 
ηλεκτροφόρησης και φορτώνονται με τη βοήθεια ειδικής σύριγγας τα 
δείγματα στις ειδικές υποδοχές (πηγαδάκια) της πηκτής αφού τους έχουμε 
προσθέσει κάποια ποσότητα loading buffer 3Χ
• Συνδέουμε τα ηλεκτρόδια της ηλεκτροφορητικής συσκευής με τη συσκευή 
τροφοδότησης έτσι ώστε το θετικό ηλεκτρόδιο να βρίσκεται στο κάτω μέρος 
της συσκευής όπου κατευθύνονται τα δείγματα τα οποία είναι αρνητικά 
φορτισμένα.
• Εφαρμόζεται τάση ~100 V μέχρι να καταλάβουμε ότι έχουν τρέξει αρκετά τα 
δείγματα μας
• Αποχύνουμε το ρυθμιστικό διάλυμα της συσκευής σε δοχείο και 
προσθέτουμε βρωμιούχο αιθίδιο.
• Εμβαπτίζουμε το πήκτωμα μέσα στο δοχείο και το αιθίδιο συνδέεται με το 
DNA και έτσι μπορούμε να παρατηρήσουμε τις ζώνες στο UV
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Παρατηρήσει:
S To TBE θεωρείται ένα πολύ καλό ρυθμιστικό διάλυμα για την ηλεκτροφόρηση 
γιατί έχοντας πολλούς φορείς ηλεκτρικούς ρεύματος, παρουσιάζει μικρή 
αντίσταση στο ηλεκτρικό ρεύμα και το DNA «τρέχει» ομαλά.
S To TEMED προκαλεί τον πολυμερισμό του ακρυλαμιδίου και το AMPs είναι ο 
καταλύτης του πρώτου
■S Η ηλεκτροφόρηση DNA σε ακρυλαμίδιο αποτελεί ένα παρασκευαστικό 
στάδιο, ένα στάδιο καθαρισμού, αφού μπορεί αν απομακρύνει από αυτό 
συστατικά προηγούμενων διεργασιών π.χ. Mg από την PCR αλλά και ένζυμα 
τα οποία μπορεί να προκαλέσουν κάποιο πρόβλημα στην συνέχεια των 
πειραμάτων.
S Ο καθαρισμός ολοκληρώνεται με την πραγματοποίηση της διαδικασίας 
fragment extraction
3.2.4. Καθαρισμός DNA
Α. Καθαρισμός κλειστού κυκλικού DNA με υπερφυγοκέντρηση σε κλίση CsCl-
Βρωμιούχου αιθιδίου
Στο συγκεκριμένο πείραμα αυτή η διαδικασία πραγματοποιήθηκε για τον
καθαρισμό του ανασυνδυασμένου πλασμιδιακού φορέα pUC19 μετά από την
απομόνωση του από τα κύτταρα (largepreps), όπου βρίσκεται διαλυμένο σε 3ml
ΤΕ.
Πορεία
• Στον σωλήνα με το ΤΕ και το ανασυνδιασμένο πλασμίδιο προσθέτουμε 
~4.6gr CsCl σε στερεά μορφή και ανακατεύουμε
• Προσθέτουμε 150μ1 βρωμιούχο αιθίδιο. Πρέπει να δοθεί προσοχή κατά την 
διαδικασία αυτή γιατί το βρωμιούχο αιθίδιο είναι ισχυρό μεταλλαξιγόνο και 
τοξικό. Θα πρέπει ο χειριστής να φοράει, οπωσδήποτε, εργαστηριακά γάντια 
για την προστασία του.
• Συμπληρώνουμε με ρυθμιστικό διάλυμα ΤΕ μέχρι τα 5ml
• Με σύριγγα μεταφέρουμε το παραπάνω διάλυμα σε ειδικά μπουκαλάκια 
υπερφυγοκέντρησης και αφού ισοζυγιστεί με κάποιο άλλο αντίστοιχο 
σωληνάκι και κλειστεί ερμητικά με τη βοήθεια θερμοσυγγολητικού 
μηχανήματος, τοποθετείται στη υπερφυγόκεντρο στις 6000 rpm, 20°C, Ο/Ν
• Βγάζω τα σωληνάκια υπερφυγοκέντρησης και παρατηρώ, λόγω του 
βρωμιούχου αιθιδίου, 2 ζώνες και ένα ίζημα: η πάνω ζώνη αποτελείται από 
γραμμικό χρωμοσωμικό βακτηριακό DNA και κομμένο κυκλικό πλασμιδιακό 
DNA. Η κάτω ζώνη αποτελείται από κλειστό κυκλικό πλασμιδιακό DNA. Το 
βαθύ κόκκινο ίζημα που σχηματίζεται αποτελείται από συμπλέγματα RNA 
και βρωμιούχου αιθιδίου, όπως επίσης και πρωτεϊνών.
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• Εισάγω στο πάνω μέρος του μπουκαλιού μια βελόνα (21- gauge) για να μπει 
αέρας. Με τη βοήθεια σύριγγας (με βελόνα 18- gauge) απομονώνω σε 
σωλήνα την ζώνη με το κλειστό πλασμιδιακό DNA όσο πιο προσεκτικά και 
επιδέξια μπορώ
• Σημειώνω τον όγκο και προσθέτω ίσο όγκο ισοπροπανόλης (R.T.) για να 
προχωρήσω σε εκχύλιση του βρωμιούχου αιθιδίου το οποίο θα περάσει στη 
φάση της ισοπροπανόλης (οργανική φάση). Απομακρύνοντας κάθε φορά τη 
φάση της ισοπροπανόλης (πάνω φάση), απομακρύνω και το βρωμιούχο 
αιθίδιο. Το ανασυνδιασμένο πλασμίδιο παραμένει στην κάτω φάση, την 
υδατική
• Μετά από κάθε εκχύλιση προσθέτω ΕΕΟ μέχρι τον αρχικό όγκο που έχω 
σημειώσει για να μην αφυδατωθεί το δείγμα και μετά την ισοπροπανόλη
• Η απομάκρυνση του αιθιδίου έχει ολοκληρωθεί όταν η οργανική φάση 
αποχρωματιστεί πλήρως
• Μεταφέρουμε τα δείγματα, τα οποία περιέχουν καίσιο, σε σακουλάκια από 
μεμβράνη κυτταρίνης για να πραγματοποιηθεί διαπίδυση του CsCl
• Τοποθετούμε τα σακουλάκια μέσα σε ΤΕ ( στα 1000ml: 2ml EDTA και 10ml 
Tris)
• Πραγματοποιούμε τόσες διαπηδήσεις όσες είναι απαραίτητες για την πλήρη 
απομάκρυνση του καισίου
Β. Καθαρισμός τμημάτων DNA από πηκτή ακρυλαμιδίου (fragment extraction)
Η διαδικασία αυτή πραγματοποιήθηκε μετά την ηλεκτροφόρηση των προϊόντων 
της PCR, δηλαδή των γονιδίων NS4b-la, NS4b-4p και NS4b-6a. Με αυτόν τον 
τρόπο τα dNTPs, οι primers, το μαγνήσιο και τα άλλα συστατικά της PCR 
απομακρύνονται από τα γονίδια μας και δεν μπορούν να προκαλέσουν έτσι 
κάποιο πρόβλημα στην παραπέρα διεξαγωγή των πειραμάτων.
Πορεία:
• Αρχικά εξάγεται από την πηκτή ακρυλαμιδίου η ζώνη με το τμήμα του DNA 
που επιθυμούμε να απομονώσουμε με την βοήθεια ενός αποστειρωμένου 
ξυραφιού. Η εξαγωγή πραγματοποιείται με προσοχή ώστε να 
ελαχιστοποιηθεί όσο το δυνατόν ο περιττός όγκος της πηκτής
• Το κομμάτι αυτό διαλύεται σε ορισμένη ποσότητα elution buffer (δες 
ρυθμιστικά διαλύματα) με τη βοήθεια του ξυραφιού και αφήνεται όλη νύχτα
• Τα γονίδια έχουν περάσει πλέον από την πηκτή στο elution buffer
• Διηθούμε το όλο μείγμα πηκτής και elution buffer μέσα από ένα tip στου 
οποίου τη μύτη έχει εφαρμοστεί μικρή ποσότητα υαλοβάμβακα εμποτισμένο 
με σιλικόνη έτσι ώστε να γλιστράει το DNA και να μην κολλάει πάνω στο tip. 
Μετά τη διήθηση του μείγματος, η πηκτή παραμένει πάνω στον 
υαλοβάμβακα ενώ το elution buffer με το DNA περνάνε από αυτόν.
• Ο καθαρισμός ολοκληρώνεται με την πραγματοποίηση της διαδικασία του 
ethanolprecipitation
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Γ. Καθαρισμός τμημάτων DNA από πηκτή αγαρόζης
Πορεία:
• Αρχικά εξάγεται από την πηκτή αγαρόζης η ζώνη με το τμήμα του DNA που 
επιθυμούμε να απομονώσουμε με την βοήθεια ενός αποστειρωμένου 
ξυραφιού
• Η εξαγωγή πραγματοποιείται με προσοχή ώστε να ελαχιστοποιηθεί όσο το 
δυνατόν ο περιττός όγκος της πηκτής
• Σε ειδικά eppendorfs που περιέχουν στήλη, τοποθετούμε τη «ζώνη» που 
εξάγαμε και από πάνω προσθέτουμε περίπου 200μ1 ΤΕ
• Φυγοκεντρούμε για 20 min Μετά το πέρας της φυγοκέντρησης το πήκτωμα 
μένει στη στήλη και κάτω περνάει το ΤΕ με το DNA
• Επαναλαμβάνω όιλλη μια φορά τη διαδικασία προσθέτοντας άλλα 200μ1 ΤΕ 
στο ίδιο eppendorf πάνω από τη στήλη.
Δ. Καθαρισμός DNA με κατακρίμνηση χρησιμοποιόντας αιθανόλη (ethanol 
precipitation).
Πορεία:
• Προσθήκη 2,5 όγκων παγωμένη αιθανόλη και 1:1 όγκου οξικό αμμώνιο 3Μ ή 
1:10 όγκου οξικό νάτριο 3Μ
• Αφήνεται για 30min στον ξηρό πάγο
• Φυγοκέντρηση για 15min στους 4 °C στις 14000rpm
• Απομάκρυνση υπερκειμένου και ξήρανση ιζήματος
• Επαναδιάλυση σε Η2Ο
Σημειώσεις:
■/ Κατά την διαδικασία της εφαρμογής στον ξηρό πάγο, η υδατική φάση 
διώχνει το DNA το οποίο κατακρημνίζεται ύστερα από τη φυγοκέντρηση
■/ Όσο μικρότερο είναι το μέγεθος του DNA τόσο περισσότερο το αφήνω στον 
ξηρό πάγο
■S Αν η διαδικασία του ethanol precipitation πραγματοποιηθεί ύστερα από αυτή 
του καθαρισμού από πηκτή ακρυλαμιδίου ακρυλαμιδίου, δεν θα προσθέσω 
αλάτι γιατί το διάλυμα εκχύλισης (elution buffer) περιέχει ήδη ποσότητα 
αλατιού.
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3.2.5. Αντίδραση αποφωσφορυλίωσης ττλασμιδιακών φορέων (CIAP)
Η διαδικασία αυτή πραγματοποιείται με σκοπό την αποφωσφορυλίωση των 
άκρων των πλασμιδιακών φορέων μετά από πέψη τους με ένζυμα περιορισμού. 
Ο σκοπός αυτή της διαδικασίας είναι η αποφυγή της επανακυκλοποίησης του 
φορέα κατά τη διάρκεια της αποθήκευσης του έτσι ώστε να είναι έτοιμος να 
συνδεθεί σε οποιαδήποτε στιγμή με το εξωγενές γονίδιο.
Υλικά:
Alkaline phosphatase, schrimp, Roche : 1000U, lu/μΐ
Storage buffer: 25mM Tris-HCl IMm
MgC12 O.lmM ZnC12 50% glycerol (v/v) 
pH 7.6 (4 0 C)
Dephosphorylation buffer lOx, Roche : 0.5M Tris-HCl
50Mm MgC12 
pH 8.5 (20° C)
Πορεία:
• Η αποφωσφωρυλίωση του πλασμιδίου γίνεται σε τελικό όγκο 300 μΐ.
• Τα κύρια συστατικά της αντίδρασης είναι τα παρακάτω:
DNA 150pg
Buffer CIAP 10χ 30 μΐ
CIAP enzyme 5μ1
Total volume (in H2O) 300μ1
• Επώαση για 3 ώρες στους 37 °C.
• Επώαση στους 65 °C για 15 min για απενεργοποίηση του ενζύμου.
• Μετά από αυτή τη διαδικασία έπεται ένας καθαρισμός του φορέα με 
αιθανόλη για να απομακρυνθούν όλα τα συστατικά του CIAP και αν είναι 
έτοιμος για μετέπειτα χρήση.
• Μετά τον παραπάνω καθαρισμό μπορούμε να μετρήσουμε την συγκέντρωση 
του στο eppendorf με μια φωτομέτρηση και μετέπειτα ηλεκτροφόρηση για 
επαλήθευση.
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3.2.6. Αντιδράσεις σύνδεσης μορίων (ligase reaction).
Η σύνδεση ενός τμήματος DNA με ένα γραμμοττοιημένο ττλασμιδιακό φορέα 
περιλαμβάνει το σχηματισμό φωσφοδιεστερικών δεσμών μεταξύ των 
φωσφορικών ομάδων στα 5' άκρα και των υδροξυλομάδων στα 3' άκρα των 
μορίων DNA. Ο σχηματισμός των φωσφοδιεστερικών δεσμών καταλύεται in 
vitro από την Τ4 DNA λιγάση (δεσμάση). Το ένζυμο αυτό καταλύει τη σύνδεση 
μορίων DNA με συμπληρωματικά άκρα (noncomplementary ends) ή και με 
τυφλά άκρα (blunt ends).
Υλικά:
Διάλυμα σύνδεσης (10Χ) Roche : 300 mM Tris-HCl, pH = 7,8
100 mM MgCh 
100 mM DTT
To διάλυμα παρέχεται έτοιμο μαζί με την Τ4 DNA λιγάση.
Πορεία:
• Για να πραγματοποιηθεί η αντίδραση σύνδεσης μεταξύ ενός επιθυμητού 
γονιδίου και ενός πλασμιδιακού φορέα, είναι απαραίτητο τα δύο αυτά υλικά 
να βρίσκονται στην καθαρότερη δυνατή κατάσταση. Αυτό επιτυγχάνεται και 
στις δύο περιπτώσεις με τις μεθόδους καθαρισμού DNA που 
προαναφέρθηκαν εκτός που στην περίπτωση του φορέα έχουμε και τη 
διαδικασία του CIAP.
• Σε 50 - 100 ng από το γραμμοποιημένο πλασμιδιακό DNA προσθέτουμε το 
DNA που θέλουμε να ενθέσουμε σε τριπλάσια μοριακή (όχι απαραίτητα 
ποσοτική) συγκέντρωση. Ένας καλός τρόπος να υπολογίσεις την ποσότητα 
του ενθέματος (γονιδίου) είναι ο εξής τύπος:
Ng Ενθέματος = [ng Φορέα x Μέγεθος (Kbp) Ενθέματος / Μέγεθος (Kbp) Φορέα] χ 3 Ένθεμα / 1 Φορέα
• Προσθέτουμε επίσης :
3λ δ ιαλύ ματος 1 ΟΧ buffer
2λ Τ4 DNA λιγάση 100u (lu/μΐ)
0.2λ DTT
dH20 μέχρι τελικό όγκο 30 μΐ
• Ακολουθεί επώαση στους 16 °C για όλη τη νύχτα (περίπου 20 ώρες)
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Σημειώσεις:
Το πόση ποσότητα ενθέματος θα προσθέσουμε στην αντίδραση θα εξαρτηθεί 
και από την ένταση της ζώνης που δείχνει το κάθε γονίδιο στην 
ηλεκτροφόρηση αγαρόζης που πραγματοποιήθηκε ύστερα από την ενίσχυση 
του με PCR
^ Είναι απαραίτητο να σημειωθεί ότι προσθέτουμε αυτή τη λίγη ποσότητα DTT 
σε περίπτωση που εξαντληθεί γατί βοηθάει την λιγάση να δρα σωστά και 
αποτελεσματικά
3.2.7 Πέψη με ενδονουκλεάσες περιορισμού.
Οι περιοριστικές ενδονουκλεάσες αναγνωρίζουν ειδικές αλληλουχίες του 
δίκλωνου DNA μήκους τεσσάρων ως οχτώ νουκλεοτιδίων. Πολλά διαφορετικά 
τέτοια ένζυμα έχουν απομονωθεί από πολλά είδη βακτηρίων και πωλούνται ήδη 
στο εμπόριο. Ο φυσιολογικός τους ρόλος είναι η προστασία του βακτηρίου από 
τηη εισβολή ξένου DNA.
Λέγονται ενδονουκλεάσες γιατί κόβουν το DNA στο εσωτερικό του μορίου 
και όχι στα άκρα και λέγονται περιοριστικές επειδή η δραστικότητά τους 
περιορίζεται σε ξένο DNA. Τα ονόματά τους είναι συντμήσεις των ονομάτων 
των βακτηρίων από τα οποία έχουν απομονωθεί.
Λόγω της συμπληρωματικότητας των αλυσίδων του DNA οι περιοριστικές 
ενδονουκλεάσες κόβουν και τις δύο αλυσίδες. Οι νουκλεοτιδικές αλληλουχίες 
που αναγνωρίζονται είναι συνήθως παλίνδρομες, που σημαίνει ότι οι 
αλληλουχίες στις δυο αλυσίδες του DNA είναι οι ίδιες στο σημείο αναγνώρισης 
είναι τέτοιο ώστε να δημιουργούνται μετά το κόψιμο μονόκλωνες 
συμπληρωματικές ουρές στο DNA.
Πορεία:
• Σε σωληνάκι eppendorf τοποθετούμε μίγμα του τμήματος DNA που θέλουμε 
να κόψουμε, του κατάλληλου ενζύμου περιορισμού, του κατάλληλου 
ρυθμιστικού διαλύματος (NEBbuffer) και dH20 αν χρειάζεται.
• Το ένζυμο περιορισμού προστίθεται πάντοτε τελευταίο.
• Ακολουθεί επώαση σε υδατόλουτρο 37° C για 3 ώρες το λιγότερο. Πρέπει να 
σημειωθεί ότι δυο ή περισσότερα ένζυμα μπορούν να προστεθούν στην ίδια 
αντίδραση αν διατηρούν την ενεργότητά τους στο ίδιο ρυθμιστικό διάλυμα 
και πέπτουν στην ίδια θερμοκρασία. Ωστόσο πολύ συχνά δυο ένζυμα έχουν 
μέγιστη απόδοση σε διαφορετικά ρυθμιστικά διαλύματα ή σε διαφορετικές 
θερμοκρασίες. Σε αυτήν την περίπτωση προτιμάται η διαδοχική πέψη 
(sequential digestion).
• Ακολουθεί ανάλυση σε πήκτωμα αγαρόζης.
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Παρατηρήσεις:
• 1 unit ένζυμου περιορισμού κόβει lpg DNA ανά ώρα, άρα η ποσότητα του 
ένζυμου που θα πρέπει να προστεθεί στην κάθε αντίδραση θα εξαρτάται από 
την αντίστοιχη του DNA.
• Ιμΐ ένζυμου περιέχει 10u ή 20u ανάλογα με τον κατασκευαστή και αρκεί για 
περίπου 3 αντιδράσεις πέψης. Η τελευταία αυτή παρατήρηση είναι χρήσιμη 
σε περίπτωση που έχουμε παραπάνω από μια αντίδραση πέψης και σε όλες 
θα χρησιμοποιήσουμε το ίδιο ένζυμο, τότε φτιάχνουμε ένα master mix με τα 
υλικά (εκτός του DNA που διαφέρει σε κάθε αντίδραση) και το μοιράζουμε 
ισόποσα στην κάθε αντίδραση.
• Η ποσότητα του ένζυμου δεν πρέπει να ξεπερνάει το 10% της τελικής 
ποσότητας της αντίδρασης γιατί αναστέλλει την πέψη.
• Μετά από λύση κυττάρων (π.χ minipreps) στην αντίδραση της πέψης 
προσθέτω πολύ μικρή ποσότητα (~2μ1) RNAse για να καταστραφεί το 
ενδογενές RNA.
• Τα ένζυμα που χρησιμοποιήθηκαν κατά τη διάρκεια των πειραμάτων 
παρατίθενται στον παρακάτω πίνακα, μαζί τους οι θέσεις αναγνώρισης και 
τα ρυθμιστικά διαλύματα στα οποία δουλεύουν.
Περιοριστική
ενδονουκλεάση
(ΝΕΒ)
Θέση αναγνώρισης Buffer
New England 
Biolabs
units
BamUl G/GATCC 2 20u/pl
EcoRl G/ GAATTC 2 10u/pl
Hindlll A/AGCTT 2 lOu/μΙ
Ndel CA/TATG 3 20u/pl
Notl GC/GGCCGC 3 ΙΟιι/μΙ
PvuII CAG/CTG 2 10u/pl
Smal CCC/GGG 4 10u/pl
Spel A/CTAGT 2 lOu/μΙ
Xbal T/CTAGA 2 20u/pl
Xhol C/TCGAG 2 20u/pl
Πίνακας 4: Τα περιοριστικά ένζυμα που χρησιμοποιήθηκαν σε διάφορα πειραματικά στάδια της 
παρούσας εργασίας. Παρατίθενται οι αλληλουχίες αναγνώρισης, τα ρυθμιστικά διαλύματα που 
δρουν και οι μονάδες units του καθενός.
46
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
08/12/2017 06:05:28 EET - 137.108.70.7
NEBuffers
IX NEBuffer2:10 mM Tris-HCl 
50 mM NaCl 
10 mM MgCb 
1 mM Dithiothreitol 
pH 7.9 @ 25°C
IX NEBuffer3:50 mM Tris-HCl 
100 mM NaCl 
10 mM MgCb 
1 mM Dithiothreitol 
pH 7.9 @ 25°C
IX NEBu£fer4:20 mM Tris-acetate
50 mM potassiumacetate 
10 mM MagnesiumAcetate 
1 mM Dithiothreitol 
pH 7.9 @ 25°C
3.2.8. Μετασχηματισμός βακτηριακών κυττάρων (transformation) με
ανασυνδυασμένα πλασμίδια
Πορεία:
• Δεκτικά κύτταρα E.coli από το stock (-70 °C) τοποθετούνται σε πάγο, για να 
ξεπαγώσουν ομαλά.
• 200 μΐ διαλύματος κυττάρων τοποθετούνται σε πλαστικό σωλήνα των 15 ml. 
Προσθέτουμε το DNA που θέλουμε να εισάγουμε. Ο όγκος του DNA που θα 
προσθέσουμε δεν πρέπει να ξεπερνάει το 5 % του όγκου των δεκτικών 
κυττάρων.
• Αναμειγνύουμε ήπια το περιεχόμενο και επωάζουμε στον πάγο για 30 min
• Μεταφέρουμε το σωλήνα σε υδατόλουτρο 37 °C για ακριβώς 2 min. Δεν 
ανακινούμε το σωλήνα γιατί αυτό είναι το στάδιο εισόδου του 
ανασυνδυασμένου πλασμιδίου στα κύτταρα.
• Ψύχουμε το σωλήνα σε πάγο για 1 min
• Προσθέτουμε ~2 ml φρέσκου και αποστειρωμένου θρεπτικού διαλύματος LB 
χωρίς αντιβιοτικό για να δώσουμε το περιθώριο στα κύτταρα να 
πολλαπλασιαστούν χωρίς να τα επιβαρύνει κάποιος εξωγενής παράγοντας 
αλλά και να μπορέσουν να εκφράσουν, όσα έχουν παραλάβει το πλασμίδιο, 
το γονίδιο ανθεκτικότητας στην αμπικιλίνη και έτσι να επιζήσουν μετά την 
επίστρωση τους στα τρυβλία LB- άγαρ- amp.
• Επωάζουμε στο υδατόλουτρο 37 °C για lh
• Επιστρώνουμε ΙΟΟλ από το μίγμα 80λ 10 mg/ ml X- gal + 20λ 100mM IPTG) 
στο τρυβλίο (LB- άγαρ- κατάλληλο αντιβιοτικό την κάθε φορά), με τη βοήθεια 
γυάλινης ράβδου pasteur και το αφήνουμε σε σκοτεινό μέρος να 
απορροφηθεί από το υπόστρωμα. Αυτό το στάδιο πραγματοποιείται μόνο 
στην περίπτωση που η διαδικασία μετασχηματισμού περιλαμβάνει τον
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πλασμιδιακό φορέα pUC19 ο οποίος εκφράζει τη β- γαλακτοσιδάση και έτσι 
η επιλογή των αποικιών γίνεται με βάση το χρώμα τους.
• Επιστρώνουμε ~100 μΐ κύτταρα στα τρυβλία, αφήνουμε για λίγα λεπτά να 
απορροφηθεί το υγρό και επωάζουμε το τρυβλίο ανεστραμμένο στους 37 °C 
για 16 περίπου ώρες.
3.2.9. Μέθοδος επιλογής μπλε/ άσπρων αποικιών
Σε αυτή τη διαδικασία επιλέγονται οι αποικίες, από το στερεό θρεπτικό 
υπόστρωμα, που περιέχουν το ανασυνδιασμένο πλασμίδιο (ανασυνδιασμένο 
pUC19). Οι τελευταίες έχουν άσπρο χρώμα και αυτό γιατί έχουμε εισάγει το 
επιθυμητό γονίδιο μέσα στον polylinker του lacZ. Με αυτόν τον τρόπο 
καταργείται η δράση της β-γαλακτοσιδάσης να μεταβολίζει το X-gal παρουσία 
IPTG και τα βακτήρια σχηματίζουν άσπρες αποικίες. Στην αντίθετη περίπτωση 
όπου κάποια βακτήρια δεν έχουν πάρει ανασυνδιασμένο πλασμίδιο αλλά 
άθικτο, οι αποικίες του θα είναι μπλε λόγω του μεταβολισμού του X-gal. Βέβαια 
στην περίπτωση όπου κάποια βακτήρια δεν έχουν πάρει καθόλου πλασμίδιο 
τότε δεν θα επιβιώσουν στο θρεπτικό μέσο γιατί δεν θα κατέχουν από μόνα τους 
γονίδια ανθεκτικότητας στο αντιβιοτικό και στην συγκεκριμένη περίπτωση στην 
αμπικιλίνη. Με στειλεό λευκοχρύσου ενοφθαλμίζουμε τις άσπρες αποικίες σε 
υγρό, αποστειρωμένο θρεπτικό μέσο (η καθεμία σε ξεχωριστό) και τις αφήνουμε 
όλη νύχτα στον αναδευτήρα 37 °C . Πρέπει να σημειωθεί ότι οι κυτταρικές σειρές 
που χρησιμοποιούνται για αυτή τη διαδικασία θα πρέπει να μην περιέχουν το 
γονίδιο της γαλακτοσιδάσης για να μπορέσει να πραγματοποιηθεί η α- 
συμπληρωματικότητα από το πλασμίδιο.
3.2.10. Απομόνωση πλασμιδιακού DNA σε μικρή κλίμακα (mini preparation) - 
Μέθοδος boiling
Υλικά:
Διάλυμα επαναιώρησηο STET 
0.1 MNaCl 
10mM Tris (pH 8.0)
ImM EDTA (pH 8.0)
5% Triton X-100
Διάλυμα λυσοζύμηο
10μg/ml σε 0.25M Tris HC1 (pH 8.0)
Πορεία:
1 ml από υγρή καλλιέργεια βακτηρίων E.coli σε θρεπτικό υλικό με το 
κατάλληλο αντιβιοτικό που έχει επωαστεί όλη τη νύχτα στους 37 °C με 
ανάδευση, μεταφέρεται σε σωλήνα τύπου eppendorf.
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• Η καλλιέργεια φυγοκεντρείται στις 13000 rpm για lmin έτσι ώστε να 
ιζηματοποιηθούν τα κύτταρα.
• Απορρίπτεται το υπερκείμενο.
• Προσθέτουμε 400μ1 από το διόιλυμα επαναιώρησης STET έτσι ώστε να 
καθιζάνουν οι πρωτεΐνες όταν επαναδιαλύσουμε τα κύτταρα σε αυτό με τη 
βοήθεια της πιπέτας.
• Προσθέτουμε 30μ1 διαλύματος λυσοζύμης και αναδεύουμε ήπια.
• Θερμαίνουμε το σωλήνα για 1 min στους 100 °C.
• Το διάλυμα φυγοκεντρείται για 10 min στις 13000 rpm σε θερμοκρασία 
δωματίου.
• Απομακρύνουμε το ίζημα με τη βοήθεια μυτερού εργαλείου, κρατάμε το 
υπερκείμενο και προσθέτουμε σε αυτό ίσο όγκο κρύας ισοπροπανόλης.
• Μεταφέρουμε το σωλήνα για 15 min στους - 80 °C.
• Το διάλυμα φυγοκεντρείται για 12 min στους 4 °C στις 13000 rpm και 
απορρίπτουμε το υπερκείμενο.
• Ξηραίνουμε το ίζημα στο ειδικό ξηραντήρα (υπό κενό) για να φύγουν και οι 
τελευταίες σταγόνες του υπερκειμένου και το επαναδιαλύουμε σε χ μΐ Η2Ο 
όπου χ= 60-160μ1 ανάλογα με την μετέπειτα χρήση.
3.2.11. Απομόνωση πλασμιδιακού DNA σε μεγάλη κλίμακα (large preparation) - 
Μέθοδος λύσης με Αλκάλιο.
Αυτή η διαδικασία πραγματοποιείται για τη παραγωγή μεγάλης ποσότητας 
μετασχηματισμένων κυττάρων και απομόνωση από αυτά, αντίστοιχα μεγάλης 
ποσότητας ανασυνδιασμένου πλασμιδιακού DNA.
Τλικά:
Solution I 100ml
50mM glucose igr
25mM Tris HC1 2.5ml Tris pH 8
50mM EDTA.Na2 10ml 0.5M EDTA pH 8
Solution II 100ml
0.2 N NaOH 2ml 10M NaOH
1% SDS 10ml 10% SDS
Solution III 100ml
5M KaCO 60ml
Glacial HaCO 11.5ml
H2O 18.5ml
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Πορεία
• Με ΙΟΟμΙ από την υγρή καλλιέργεια (inoculum) στην οποία βρίσκονται 
ανεπτυγμένα τα κύτταρα (ύστερα από ενοφθαλμισμό αποικίας σε αυτή), 
εμβολιάζουμε άλλη αποστειρωμένη με LB-Amp (ή οποιοδήποτε άλλο 
αντιβιοτικό απαιτείται ανάλογα με τον τύπο του κυττάρου) κωνική φιόιλη 
(~500ml) και την αφήνουμε να επωαστεί όλη νύχτα. Με αυτόν τον τρόπο 
παίρνουμε μια μικρή ποσότητα κυττάρων και τους δίνουμε χώρο και τροφή 
για να πολλαπλασιαστούν.
• Φυγοκεντρούμε την καλλιέργεια (500ml) ώστε να απομονώσουμε το 
κυτταρικό ίζημα, στις 5000 rpm για 15 min στους 4°C.
• Απορρίπτουμε το υπερκείμενο και το κυτταρικό ίζημα αναδιαλύεται με τη 
προσθήκη 20 ml διαλύματος Solution I (κυτταρική λύση)
• Αμέσως προσθέτουμε 40 ml διαλύματος Solution II και επωάζουμε για 10 
min στον πάγο.
• Προσθέτουμε 45 ml διαλύματος Solution III και επωάζουμε για 30 min στον 
πάγο.
• Φυγοκεντρούμε το μίγμα για 30 min στις 8000 rpm, στους 4 °C.
• Φιλτράρουμε το υπερκείμενο με τη βοήθεια μιας γάζας και προσθέτουμε σε 
αυτό 0.6 του όγκου (60ml) ισοπροπανόλη η οποία είναι σε θερμοκρασία 
δωματίου.
• Επωάζουμε το μίγμα για 15 min σε θερμοκρασία δωματίου.
• Φυγοκεντρούμε το μίγμα για 30 min στις 3000rpm, σε θερμοκρασία 
δωματίου.
• Απορρίπτουμε το υπερκείμενο και επαναδιαλύουμε το ίζημα σε 3 ml ΤΕ.
• Προσθέτουμε ΙΟλ RNAse και επωάζουμε 10 min στο υδατόλουτρο. Σε αυτό 
το στάδιο η RNAse κατακερματίζει το RNA που μπορεί να υπάρχει στα 
δείγματα μας.
• Σε αυτό το σημείο μπορώ να καθαρίσω το δείγμα μου με CsCl σύμφωνα με τη 
διαδικασία που προαναφέρθηκε
3.2.12. Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε αποδιατακτικό πήκτωμα
πολυακρυλαμιδίου (SDS-PAGE)
Υλικά
• ΠΗΚΤΩΜΑ ΠΟΛΥΑΚΡΎΛΑΜΙΔΗΣ (12%);
Για 20ml χρησιμοποιούμε: 7.35ml Η20
75ml acrylamide mix 29:1 
5ml Tris 1.5M, pH:8.8 
200μΐ SDS 10%
200μ1 ammonium persulfate (AMPS)
8μ1 TEMED
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• ΠΗΚΤΩΜΑ ΕΠΙΣΤΙΒΑΞΗΣ (5%):
Για 10ml χρησιμοποιούμε: 7.25ml Η20
1.25ml acrylamide mix 29:1 
1.25ml Tris 1.5M, pH:6.8 
ΙΟΟμΙ SDS 10%
ΙΟΟμΙ ammonium persulfate (AMPS)
10μ1 TEMED
Κατά την παρασκευή και των δύο παραπάνω πηκτωμάτων το AMPS και το 
TEMED προστίθενται στο τέλος, καθώς είναι υπεύθυνα για τον πολυμερισμό του 
ακρυλαμιδίου.
Πορεία
Α) ΛΎΣΗ ΤΩΝ ΚΥΤΤΑΡΩΝ
• Προσθήκη στο κυτταρικό εκχύλισμα 40- ΙΟΟμΙ SDS gel- loading buffer 2Χ και 
περίπου Ιμΐ μερκαπτοαιθανόλη
• Ακολουθεί βρασμός για 3min και τα δείγματα είναι πλέον έτοιμα να 
φορτωθούν στο πήκτωμα. Ο βρασμός προκαλεί μετουσίωση των πρωτεϊνών 
ούτως ώστε ο διαχωρισμός τους να γίνει σύμφωνα με το μοριακό τους 
βάρος και όχι με βάση το φορτίο τους, το οποίο είναι ενιαίο αρνητικό εξαιτίας 
του SDS.
Β) ΠΑΡΑΣΚΕΥΗ ΠΗΚΤΩΜΑΤΟΣ ΠΟΛΥΑΚΡΥΛΑΜΙΔΗΣ
• Παρασκευάστηκε πήκτωμα διαχωρισμού 12% και φορτώθηκε σε κάθετη 
συσκευή ηλεκτροφόρησης. προστίθεται από πάνω μικρή ποσότητα 
αιθανόλης για την ευθυγράμμιση της επιφάνειας της πηκτής.
• Αφού πήξει, αφαιρείται η αιθανόλη και τοποθετείται στη συσκευή, πάνω από 
το πήκτωμα συγκέντρωσης ένα δεύτερο πήκτωμα που ονομάζεται πήκτωμα 
επιστίβαξης 5%.
• Φορτώνονται τα δείγματα, καθώς και οι μάρτυρες μοριακού βάρους, στις 
ειδικές υποδοχές της πηκτής και προστίθεται το ρυθμιστικό διάλυμα 
ηλεκτροφόρησης Tris-glycine 10Χ.
• Ρυθμίζουμε την τάση του ρεύματος στα 120V για 6-7h
• Μετά το πέρας της διαδικασίας, μεταφέρουμε την πηκτή από την συσκευή σε 
λεκάνη με transfer buffer και ακολουθεί η διαδικασία του tranfer
3.2.13. Μεταφορά πρωτεϊνών σε μεμβράνη νιτροκυτταρίνη (ΜΕΘΟΔΟΣ 
TRANSFER)
Υλικά
• Ρυθμιστικό διάλυμα μεταφοράς (transfer buffer)
• Διάλυμα χρωματισμού: Ponceau S. 0,5 % σε 3 % Τριχλωροξεικό οξύ.
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Πορεία
• Η μέθοδος απαιτεί χαρτιά Whattman και μεμβράνη νιτροκυτταρίνης, 
ώστε να κατασκευάσουμε το σάντουιτς μεταφοράς των πρωτεϊνών από 
το πήκτωμα στη μεμβράνη.
• Διαβρέχουμε τα χαρτιά Whattman, τη μεμβράνη νιτροκυτταρίνης και το 
πήκτωμα στο ρυθμιστικό διάλυμα μεταφοράς.
• Τοποθετούμε διαδοχικά δύο χαρτιά Whattman, το πήκτωμα, τη μεμβράνη 
νιτροκυτταρίνης και άλλα δύο χαρτιά Whattman. Το “σάντουιτς” 
τοποθετείται στην ειδική συσκευή μεταφοράς με προσοχή ώστε η 
νιτροκυτταρίνη να είναι τοποθετημένη προς την άνοδο, γιατί οι πρωτεΐνες 
είναι αρνητικά φορτισμένες.
• Γεμίζουμε τη συσκευή με transfer buffer.
• Ρυθμίζουμε την ένταση του ρεύματος στα 300 mA και αφήνουμε τη 
συσκευή για 3h.
Παρατηρήσεις:
• Μετά τη μέθοδο μεταφοράς πρωτεϊνών (transfer), ακολουθεί χρώση των 
πρωτεϊνών με τη χρωστική Ponceau S ώστε να επιβεβαιωθεί η μεταφορά 
των πρωτεϊνών και να σημειωθούν οι θέσεις του δείκτη μοριακού βάρους.
• Η χρώση των πρωτεϊνών με τη χρωστική Ponceau S είναι παροδική και 
απομακρύνεται μετά από επαναλαμβανόμενες πλύσεις με νερό.
Μετά τη χρώση, ακολουθεί η τεχνική ανοσοαποτύπωσης τύπου Western.
3.2.14. Τεχνική ανοσοαποτύπωσης τύπου WESTERN
Υλικά
Ορός ασθενούς και Πολυκλωνικό αντίσωμα anti-human (από κουνέλι, Dako
Cytimation)
Πορεία
Α) Κορεσμός των μη ειδικών θέσεων αναγνώρισης τον αντισώματος:
1. Κατασκευάζουμε διάλυμα κορεσμού (blocking solution 5%) ( PBS IX, 5% 
γάλα, 0.01% Tween-20)
2. Επωάζουμε τη μεμβράνη νιτροκυτταρίνης με 10ml διαλύματος κορεσμού για 
lh, υπό συνεχή ανακίνηση.
Β) Δέσμευση 1ου αντισώματος:
1. Χρησιμοποιείται ορός ασθενούς σε αραίωση 1/500 του υπότυπου la. Το 
αντίσωμα αναδιαλύεται σε PBS-Milk solution (1% γάλα, 0.01% Tween-20 σε 
PBS IX).
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2. Επωάζουμε τη μεμβράνη νιτροκυτταρίνης με το αντίσωμα για 16-18h, στους
4 °C, υπό συνεχή ανάδευση. Το αντίσωμα αναγνωρίζει και δεσμεύεται από 
την ανασυνδιασμένη NS4b πρωτεΐνη .
3. Το μη δεσμευμένο αντίσωμα απομακρύνεται με τη χρήση διαλύματος 
έκπλυσης PBS-Milk solution (1% γόιλα, 0.01% Tween-20 σε PBS IX). Οι 
εκπλύσεις διαρκούν 5 min σε θερμοκρασία δωματίου και επαναλαμβάνονται 
τρεις φορές
Γ) Προσθήκη 2>υ αντισώματος:
1. Χρησιμοποιούμε anti-human αντίσωμα το οποίο θα δεσμευτεί με το 
αντίσωμα του ορού. Τα αντισώματα αυτού του σταδίου έχουν συζευχθεί με 
υπεροξειδάση (Horse Radish Peroxidase) και χρησιμοποιούνται σε αραίωση 
1:1000. Το αντίσωμα αναδιαλύεται σε PBS-Milk solution (1% γάλα, 0.01% 
Tween-20 σε PBS IX).
2. Επωάζουμε τη μεμβράνη νιτροκυτταρίνης στο διάλυμα του 2ου αντισώματος 
για lh, υπό ανάδευση.
3. Το μη δεσμευμένο αντίσωμα απομακρύνεται με τη χρήση διαλύματος PBS- 
Milk solution (1% γάλα, 0.01% Tween-20 σε PBS IX). Οι εκπλύσεις διαρκούν
5 min σε θερμοκρασία δωματίου και επαναλαμβάνονται τρεις φορές.
Δ) Ανίχνευση του σήματος:
1. Επωάζουμε τη μεμβράνη νιτροκυτταρίνης σε ειδικό διάλυμα το οποίο 
αποτελεί 1:1 ανάμειξη των διαλυμάτων Α (για 20ml: 200λ Luminol, 88λ ρ- 
coumaric acid, 1.33ml Tris pH 8.8 ή 8.5) και B( για 20ml: 1.33ml Tris pH:8.8 ή 
8.5 και 12.8λ 30% H2O2) για 3min σε θερμοκρασία δωματίου.
2. Τοποθετούμε το φιλμ ακριβώς πάνω από τη μεμβράνη νιτροκυτταρίνης και 
το αφήνουμε για 20-30 sec, ώστε να αποτυπωθεί το σήμα. Προσαρμόζουμε 
το χρόνο εκπομπής ανάλογα με το σήμα που παίρνουμε μετά την πρώτη 
έκθεση. Η διαδικασία εμφάνισης του φιλμ γίνεται υποχρεωτικά σε σκοτεινό 
θάλαμο.
3.2.15. Ηλεκτρονικά Προγράμματα
Εκτός από τις πειραματικές διαδικασίες που εκπονήθηκαν στον πάγκο 
του εργαστηρίου για την ολοκλήρωση της εργασίας και την κατανόηση κάποιων 
παραμέτρων, στάθηκε απαραίτητη η χρήση προγραμμάτων του Η/Τ και του 
διαδικτύου, τα οποία παρατίθενται παρακάτω.
1. ClustalX: Πρόκειται για πρόγραμμα πολλαπλής ομοπαράθεσης αλληλουχιών ( 
νουκλεοτιδικών και αμινοξικών) τις οποίες στοιχίζοντας τη μία κάτω από την 
άλλη, σημειώνονται οι περιοχές ομολογίας αλλά και αυτές στις οποίες 
διαφέρουν. Σημαντικό είναι το γεγονός το οποίο κατά την χρήση αυτού του 
προγράμματος μπορεί να βρεθούν κάποιες συντηρημένες περιοχές μεταξύ αυτών 
των αλληλουχιών που μπορεί να υποδηλώνουν μια περιοχή που συμβαίνει μια 
καταλυτική αντίδραση.
2. Prophet: Το πρόγραμμα αυτό χρησιμοποιήθηκε για την ανάλυση της 
αλληλουχίας των τριών NS4b γονιδίων με περιοριστικά ένζυμα και δημιουργία
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χαρτών περιορισμού οι οποίοι φάνηκαν χρήσιμοι κατά την παρατήρηση των 
προτύπων πέψεων.
3. Expasv: Ο διαδικτυακάς αυτός χώρος παρέχει διάφορες πληροφορίες για 
οποιαδήποτε πρωτεΐνη. Στην προκειμένη περίπτωση αντλήθηκαν πληροφορίες 
σχετικά με την υδροφοβικότητα των τριών NS4b πρωτεϊνών οι οποίες 
παρατίθενται στην ενότητα της συζήτησης.
4. FOLDpro: Πρόκειται για πρόγραμμα πρόβλεψης τεταρτοταγούς δομής της 
πρωτεΐνης και παρουσίαση της σε διαστάσεις 3D. Με αυτόν τον τρόπο δίνεται η 
δυνατότητα παρατήρησης της στερεοδιαμόρφωσης πρωτεϊνών στο χώρο, 
σημείωση αμινοξέων τους και σύγκριση των δομών.
5. EMBL (WWW Gateway to Isoelectric Point Service): Η εύρεση του 
ισοηλεκτρικού σημείου μιας πρωτεΐνης μπορεί να γίνει με την επίσκεψη σε αυτόν 
τον διαδικτυακό χώρο, όπως αναφέρεται και στην ενότητα της συζήτησης.
6. Macintosh: Πρόκειται για ηλεκτρονικό πρόγραμμα της εταιρείας Apple με το 
οποίο είναι δυνατή η δημιουργία χαρτών περιοριστικών ενζύμων των 
ανασυνδιασμένων πλασμιδίων, δηλαδή των pUC19-NS4b και των pET20b(+)- 
NS4b. Έτσι γίνεται πιο εύκολη η παρατήρηση των προτύπων πέψης των 
ανασυνδιασμένων πλασμιδίων στην εικόνα της ηλεκτροφόρησης.
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4. Πειραματική διαδικασία- Αποτελέσματα
ρΕΤ System Manual (Νovagen)
Για την πραγματοποίηση της παρούσας εργασίας, η οποία όπως 
προαναφέρθηκε ως κύριο στόχο της έχει την κλωνοποίηση των γονιδίων NS4b- 
la, NS4b-4p και NS4b-6a και την έκφραση των αντίστοιχων πρωτεϊνών, 
χρησιμοποιήθηκε ως πρωτόκολλο έκφρασης το ρΕΤ System Manual. Το ρΕΤ 
System είναι ένα από τα πιο αποτελεσματικά συστήματα που έχουν αναπτυχθεί 
μέχρι τώρα για την κλωνοποίηση και έκφραση ανασυνδιασμένων πρωτεϊνών. Τα 
επιθυμητά γονίδια κλωνοποιούνται σε pet πλασμιδιακούς φορείς κάτω από τον 
έλεγχο δυνατών σημάτων μεταγραφής (βακτηριοφάγου Τ7) και μετάφρασης. 
Πριν από αυτό το στάδιο κλωνοποιούνται σε κάποιους άλλους φορείς οι οποίοι 
δεν περιέχουν το γονίδιο της Τ7 πολυμεράσης , με σκοπό να αποκλείσουν την 
πλασμιδιακή αστάθεια εξαιτίας της παραγωγής πρωτεϊνών, πιθανώς τοξικών, 
για το κύτταρο ξενιστή. Μετά από αυτή την σταθεροποίηση σε ένα ξενιστή που 
δεν μπορεί να την εκφράσει, το γονίδιο μεταφέρεται σε κύτταρα που κάνουν 
αυτή τη δουλειά γιατί περιέχουν ένα χρωμοσωμικό αντίγραφο της Τ7 RNA 
πολυμεράσης κάτω από τον έλεγχο του επαγωγές της lacUV5
Πορεία
Α- Το αρχικό βήμα της όλης πειραματικής διαδικασίας είναι η 
πραγματοποίηση της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης (PCR) για την 
ενίσχυση των γονιδίων NS4b από τους υπότυπους la, 4ρ και 6a του ιού της 
ηπατίτιδας C (HCV). Ως DNA μήτρα, χρησιμοποιήθηκε διαφορετική πηγή για το 
κάθε ιικό γονίδιο, όπως αναφέρεται αναλυτικότερα στην ενότητα των υλικών 
και μεθόδων. Και οι τρεις αντιδράσεις PCR πραγματοποιήθηκαν σε τελικό όγκο 
100 μΐ και στην καλύτερη τελική συγκέντρωση μαγνησίου, με διαφορετική 
θερμοκρασία υβριδισμού αναλόγως των Tm των εκκινητικών μορίων. Οι 
εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν είναι διαφορετικοί για το κάθε γονίδιο λόγω 
διαφοράς στην αλληλουχία τους, αλλά έχουν κοινές αλληλουχίες στα άκρα τους 
που αντιστοιχούν στις θέσεις δράσης των ενζύμων περιορισμού Nde I και Notl. 
Τα ένζυμα αυτά μας δίνουν την δυνατότητα περαιτέρω κλωνοποίησης των 
γονιδίων στον πλασμιδιακό φορέα pET20b(+) κατά τη διάρκεια της δεύτερης 
υποκλωνοποίηση τους.
Α- Στην πρώτη φάση του πειράματος η κλωνοποίηση των τριών ιικών 
γονιδίων πραγματοποιείται στον πλασμιδιακό φορέα pUC19, ο οποίος έχει κοπεί 
με το περιοριστικό ένζυμο Sma I και έχει τυφλά άκρα. Η Vent πολυμεράση που 
χρησιμοποιείται στην PCR φροντίζει για τη δημιουργία επίσης τυφλών άκρων 
στα τρία γονίδια NS4b με αποτέλεσμα να είναι δυνατή η σύνδεση τους με τον 
φορέα. Μετά την ολοκλήρωση της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης έγινε 
ηλεκτροφόρηση των προϊόντων ενίσχυσης σε πήκτωμα αγαρόζης (TAE IX, 1%). 
Τα αποτελέσματα των PCR αντιδράσεων φαίνονται στην Εικόνα 14. Η εικόνα 
που προέκυψε επιβεβαίωσε την ορθότητα της ενίσχυσης εφόσον παρατηρούνται 
ευδιάκριτες ζώνες που αντιστοιχούν στα 799 bp περίπου, όσο δηλαδή είναι και
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το μέγεθος των τριών NS4b γονιδίων (783bp) συν τους εκκινητές (~15nt από όλο 
το μέγεθος του ενισχυμένου προϊόντος) (Εικόνα 14).
1% TAE agarose
Εικόνα 14: Ηλεκτροφόρησης σε ττήκτωμα αγαρόζης των προϊόντων της PCR των γονιδίων 
NS4b-la, NS4b-4p και NS4b-6a. Είναι ευδιάκριτη η ζώνη που σχηματίζουν στα ~799bp περίπου. 
Παράλληλα πραγματοποιήθηκε ηλεκτροφόρηση και του πλασμιδιακού φορέα pUC19 μετά από 
πέψη με Sma I και αντιπροσωπεύεται από την ζώνη των 2686 bp.
L (Ladder): Μάρτυρας μοριακού βάρους.
Ακολούθησε καθαρισμός σε πηκτή ακρυλαμιδίου των ενισχυμένων τμημάτων 
DNA που αντιστοιχούν στις επιθυμητές ζώνες, σύμφωνα με τη διαδικασία του 
fragment extraction που έχει περιγράφει στην ενότητα 3.2.4. (Εικόνα 15).
5% TBE-PAGE
Εικόνα 15: Ηλεκτροφόρηση, των ενισχυμένων με PCR, τριών NS4b γονιδίων σε πήκτωμα 
ακρυλαμιδίου για να πραγματοποιηθεί από εκεί ο καθαρισμός τους σύμφωνα με το πρωτόκολλο 
της μεθόδου του fragment extraction. L (Ladder): Μάρτυρας μοριακού βάρους.
1- Στη συνέχεια τα καθαρά προϊόντα των αντιδράσεων PCR, χρησιμοποιήθηκαν 
για την πραγματοποίηση της ένωσης με τον πλασμιδιακό φορέα pUC19 (Sma I). 
Η σύνδεση των ενισχυμένων NS4b γονιδίων με τον φορέα πραγματοποιήθηκε 
μέσω των τυφλών άκρων που κατείχαν όλα τα αντιδρώντα μόρια, όπως 
προαναφέρθηκε. Η αντίδραση σύνδεσης των συμπληρωματικών αυτών άκρων 
πραγματοποιήθηκε για 20h στους 16°C. Παράλληλα πραγματοποιήθηκε και μια 
επιπρόσθετη αντίδραση σύνδεσης η οποία περιλάμβανε ως αντιδρών μόριο τον
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πλασμιδιακό φορέα pUC19 - control reaction. Τέτοιου είδους αντιδράσεις 
εφαρμόζονται σε όλες τις αντιδράσεις σύνδεσης (ligation reactions) που 
πραγματοποιήθηκαν στην πειραματική διαδικασία.
4- Το επόμενο στάδιο της πειραματικής διαδικασίας περιλαμβάνει τη 
μεταφορά (μετασχηματισμός) των προϊόντων της αντίδρασης σύνδεσης 
(ligation) σε στελέχη Ε. coli και συγκεκριμένα στην κυτταρική σειρά DH5aF’, τα 
οποία προηγουμένως είχαν καταστεί δεκτικά με τη διαδικασία της επεξεργασίας 
με CaCh. Τα μετασχηματισμένα κύτταρα επωάστηκαν σε τριβλία άγαρ με το 
αντιβιοτικό αμπικιλίνη (100 mg/ml) σε τελική συγκέντρωση 0,1 mg/ml στους 37°C 
για τουλάχιστον 12h. Εφόσον το πλασμίδιο pUC19 προσδίδει ανθεκτικότητα 
στο αντιβιοτικό αμπικιλίνη, οι αποικίες που θα αναπτυχθούν παρουσία αυτού 
του αντιβιοτικού θα είναι αποκλειστικά εκείνες που έχουν προσλάβει το 
επιθυμητό πλασμίδιο. Επίσης, είναι απαραίτητη η προσθήκη X-gal και IPTG στα 
τριβλία άγαρ συνήθως ΙΟΟμΙ από το Master Mix (80λ X- gal + ΙΟΟλ IPTG) πριν 
από την προσθήκη των μετασχηματισμένων κυττάρων, καθώς ο συγκεκριμένος 
πλασμιδιακός φορέας διαθέτει το οπερόνιο LacZ με αποτέλεσμα να είναι δυνατή 
η επιλογή των λευκών αποικιών που έχουν προσλάβει το επιθυμητό πλασμίδιο, 
έναντι των μπλε. Στο τρυβλίο που επιστρώθηκαν τα, μετασχηματισμένα με την 
control reaction, κύτταρα θα πρέπει όσες αποικίες εμφανιστούν να είναι όλες 
μπλε αφού εκφράζεται το γονίδιο της γαλακτοζιδάσης στα ανέπαφα πλασμίδια, 
κάτι το οποίο παρατηρήθηκε.
4- Ακολούθως, πραγματοποιήθηκε απομόνωση του πλασμιδιακού DNA 
από τις επιλεγμένες λευκές αποικίες σε μικρή κλίμακα (minipreps) και έλεγχος 
των απομονωμένων πλασμιδίων με τη χρήση διάφορων περιοριστικών ενζύμων. 
Τέτοιου είδους έλεγχοι είναι απαραίτητοι σε κάθε φάση του πειράματος γιατί 
δίνουν την επιβεβαίωση ότι προχωράει καλά η όλη διαδικασία. Οι πέψεις 
ηλεκτροφορήθηκαν σε πήκτωμα αγαρόζης 1% (εικόνα 16). Συγκεκριμένα: 
πέψη πλασμιδίων pUC19+NS4b-la (ρΗΡΙ8218) με 
1. EcoR 1/ BamH\
1. EcoR 1/Xhol
3. Pvull
πέψη πλασμιδίων pUC19+NS4b-4p (ρΗΡΙ8215) με
4. EcoR 1/ BamHl
5. Hind 111
6. Pvu II
πέψη πλασμιδίων pUC19+NS4b-6a (ρΗΡΙ8213) με
7. EcoR 1/ BamHl
8. Spelt EcoRl
9. Pvull
Σημείωση: Στα κατασκευασμένα πλασμίδια δίνεται μια κωδικοποιημένη 
ονομασία (πλάγια γράμματα) για τη καταχώρηση τους στο αρχείο του 
εργαστηρίου, η οποία θα διατηρηθεί εδώ προς διευκόλυνση του αναγνώστη.
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A.
B.
pHPI8218 pHPI 8215 pHPI8213
1700 bp
800 bp 
540 bp
LI 2 3 456 789
> 3315 bo
> 1121 bo
> 820 bp
> 762 bp 
472 bp 
170 bp
1% TAE agarose
Εικόνα 16: A. Στο επάνω μέρος της εικόνας παρατίθενται οι χάρτες των κατασκευασμένων 
πλασμιδίων, δηλαδή των pUC19 με το εισαχθέν NS4b γονίδιο, προς διευκόλυνση κατανόησης 
των προτύπων πέψης που εμφανίζονται ύστερα από ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης στο 
Β μέρος της εικόνας. Οι χάρτες δημιουργήθηκαν με τη χρήση του προγράμματος Macintosh της 
Apple. Β. Πέψη των minipreps με ένζυμα περιορισμού. Ο αριθμός πάνω από κάθε πορεία 
αντιπροσωπεύει την κάθε πέψη των πλασμιδίων, τα οποία σημειώνονται με κωδικό αριθμό. Έτσι 
στην πέψη Νοί εμφανίζονται δύο ζώνες (820 bp και 2665 bp), στην πέψη Νο2 δύο ζώνες (170 bp 
και 3315 bp), στην πέψη Νο3 τρεις ζώνες (472 bp, 649 bp και 2364 bp), στην πέψη Νο4 δύο ζώνες 
(820 bp και 2665 bp), στην πέψη Νο5 δύο ζώνες (762 bp και 2723 bp), στην πέψη Νο6 δύο ζώνες 
(1121 bp και 2364 bp), στην πέψη Νο7 δύο ζώνες (820 bp και 2665 bp), στην πέψη Νο8 δύο ζώνες 
(741 bp και 2726 bp) και στη πέψη Νο9 τρεις ζώνες (327 bp, 778 bp και 2370 bp). Οι υπολογισμοί 
αυτοί προκύπτουν από την παρατήρηση των χαρτών στο Α. Τα ένζυμα μπορεί να κόβουν είτε 
μόνο στον φορέα είτε μόνο στο γονίδιο είτε και στα δύο. Η εικόνα της ηλεκτροφόρησης δείχνει 
ότι η σύνδεση των μορίων ήταν αποτελεσματική γιατί σύμφωνα με τους χάρτες του φορέα και 
των γονιδίων, οι αναμενόμενες ζώνες εμφανίζονται. Βέβαια σε κάποιες από τις παραπάνω 
περιπτώσεις, σημαντικό ρόλο στο μέγεθος των ζωνών παίζει και ο προσανατολισμός του 
ενθέματος αφού σε κάθε περίπτωση μπορεί να γίνει με οποιαδήποτε φορά λόγω των τυφλών 
άκρων. Αλλά αυτό το γεγονός δεν μας αφορά σε αυτή τη φάση του πειράματος και 
οποιοσδήποτε προσανατολισμός είναι δεκτός αρκεί να έχουν συνδεθεί αποτελεσματικά τα δύο 
μόρια της κάθε αντίδρασης. L (Ladder): Μάρτυρας μοριακού βάρους.
4- Οι παραπάνω πέψεις πραγματοποιήθηκαν για αρκετούς κλώνους του 
κάθε πλασμιδίου (που προήλθαν από τις διαφορετικές αποικίες των τρυβλίων) 
αλλά στην εικόνα 16 απεικονίζονται μόνο οι θετικοί κλώνοι, το πρότυπο πέψης 
των οποίων είναι το αποδεκτό. Από αυτούς τους θετικούς κλώνους 
πραγματοποιούμε απομόνωση πλασμιδιακού DNA σε μεγάλη κλίμακα (large 
preparation) σύμφωνα με το πρωτόκολλο που αναφέρθηκε στην ενότητα των
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μεθόδων. Με αυτόν τον τρόπο πολλαπλασιάζουμε τα πλασμίδια και αποκτάμε 
μια σημαντική ποσότητα τους για να προχωρήσουμε την πειραματική 
διαδικασία. Την διαδικασία των largepreps ακολουθεί ο καθαρισμός των 
πλασμιδίων με CICs όπως επίσης έχει περιγράφει στις μεθόδους και υπολογισμός 
την συγκέντρωσης των δειγμάτων με φωτομέτρηση υπεριώδους στα 260nm. Η 
ορθότητα της φωτομέτρησης μπορεί να επαληθευτεί ηλεκτροφορώντας τα 
δείγματα σε μια πηκτή αγαρόζης (TAE IX, 1%) και συγκρίνοντας την τιμή της 
φωτομέτρηση με την ένταση της ζώνης.
4- Αφού τα πλασμίδια είναι καθαρά η διαδικασία συνεχίζεται με πέψη 
αυτών με τα ένζυμα Ndel και Notl, τα οποία βρίσκονται στα άκρα και των τριών 
NS4b γονιδίων (λόγω της ενίσχυσης τους με κατάλληλους εκκινητές). Η πέψη 
αυτή, η οποία είναι ίδια και για τα τρία πλασμίδια {ρΗΡΙ 8218-13-15), θα 
απελευθερώσει το εσωτερικό NS4b γονίδιο. Παράλληλα, έγινε πέψη και του 
πλασμιδιακού φορέα pET-20b+, με τις ίδιες περιοριστικές ενδονουκλεάσες. Όλες 
οι αντιδράσεις έγιναν στα 500μ1, με συγκέντρωση DNA 20pg/pl, και διήρκησαν 
όλη νύχτα (~20h) στο υδατόλουτρο 37 °C.
4 Ακολουθεί ηλεκτροφόρηση των προϊόντων πέψης των πλασμιδίων ρΗΡΙ 
8218,8213και 8215 σε 5% πηκτή ακρυλαμιδίου για να πραγματοποιηθεί εξαγωγή 
τους και καθαρισμός τους (εικόνα 17). Η εξαγωγή των ζωνών στα 799 bp που 
αντιστοιχούν στα γονίδια NS4b των la, 4ρ και 6a υποτύπων πραγματοποιείται με 
την μέθοδο που είχε ήδη αναφερθεί στην ενότητα 3.2.4.
L NS4b-la NS4b-4p NS4b-6a
♦ 2686 bp
-► 799 bp
5% TBE-PAGE
Εικόνα 17: Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή ακρυλαμιδίου 5% των προϊόντων πέψης των πλασμιδίων 
pUC19+NS4b με τα περιοριστικά ένζυμα Ndel και Notl. Σε κάθε περίπτωση παρατηρούνται δύο 
ζώνες, η μία περίπου στα 799 bp η οποία αντιπροσωπεύει το ελεύθερο NS4b γονίδιο (783bp) συν 
τις βάσεις των εκκινητών (~15bp) που χρησιμοποιήθηκαν στην PCR και η άλλη περίπου στα 2686 
bp όπου είναι ο γραμμοποιημένος pUC19 πλασμιδιακός φορέας.
L (Ladder): Μάρτυρας μοριακού βάρους.
4 Παράλληλα ηλεκτροφορείται σε πήκτωμα αγαρόζης (TAE IX, 1%) το 
προϊόν της πέψης του πλασμιδιακού φορέα pET-20b+ (εικόνα 18) καθώς και 
εξαγωγή της ζώνης μεγέθους περίπου 3594 kb που αντιστοιχεί στον 
γραμμοποιημένο πλασμιδιακό φορέα pET-20b από το πήκτωμα αγαρόζης. Τον 
καθαρισμό και την απομόνωση του πλασμιδιακού φορέα από την πηκτή 
αγαρόζης ακολούθησε η αντίδραση αποφωσφορυλίωσης των άκρων του 
(CIAP). Η αντίδραση αυτή είναι πολύ σημαντική για την μετέπειτα αποθήκευση 
του γραμμοποιημένου πλασμιδίου γιατί εξασφαλίζει ότι θα μείνει έτσι και δεν θα
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κυκλοποιηθεί από μόνο του. Η αντίδραση CIAP πραγματοποιείται στα 300λ, με 
συγκέντρωση DNA φορές 20pg/pl για 3h σε πρόγραμμα που εναλλάσσει τις 
θερμοκρασίες που απαιτούνται. Πάντα μετά από αυτή την αντίδραση ακολουθεί 
καθαρισμός του διαλύματος του πλασμιδίου από το ένζυμο του CIAP και τα 
άλλα συστατικά με τη χρησιμοποίηση 2,5 όγκων παγωμένης αιθανόλης και 1/10 
του όγκου 3Μ οξεικού νατρίου, μια διαδικασία γνωστή ως ethanol precipitation.
800 bp 
540 bp
> 3594 bp
1% TAE agarose
Εικόνα 18: Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης του κομμένου ,με Ndel και ΝοΐΙ, 
πλασμιδιακού φορέα pET-20b+. Παρατηρείται μια ζώνη περίπου στα 3594 bp όπου είναι 
γραμμοποιη μένος φορέας (3716 bp) μείον το κομμάτι των 122bp που κόβεται από αυτόν λόγω 
της πέψης με τα παραπάνω περιοριστικά ένζυμα. Αυτή η ζώνη θα εξαχθεί από το πήκτωμα με τη 
γνωστή διαδικασία και θα καθαριστεί περαιτέρω. L (Ladder): Μάρτυρας μοριακού βάρους.
4- Ακολουθεί ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης (ΤΑΕ 1%) των προϊόντων 
του καθαρισμού των NS4b γονιδίων για να πειστούμε για την καθαρότητα τους, 
η οποία τελικά είναι επιτυχημένη λόγω της παρουσίας μόνο μιας ζώνης περίπου 
στα 799 bp (εικόνα 19).
(Ndel-Notl)
NS4b
* 799 bp
1% ΤΑΕ agarose
Εικόνα 19: Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης των καθαρισμένων NS4b γονιδίων που έχουν 
εξαχθεί από το pUC19 με τη χρήση των ένζυμων Ndel-Notl . Παρατηρείται σε κάθε περίπτωση 
μια ζώνη στα 800bp, όσο δηλαδή είναι και το μέγεθος των χιμαιρικών πια NS4b γονιδίων.
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Α- Ακολούθησε αντίδρασης σύνδεσης του γραμμοποιημένου pET-20b(+) με 
τα τρία NS4b γονίδια σε τρεις διαφορετικές αντιδράσεις τελικού όγκου 30μ1, 16°C 
Ο/Ν. Η σύνδεση των τμημάτων επετεύχθη μέσω των κολλωδών άκρων τους που 
προέκυψαν από την πέψη όλων των μορίων με τα ίδια περιοριστικά ένζυμα 
(NdeI και Nod). Η ποσότητα των DNAs που προστέθηκε στις αντιδράσεις 
σύνδεσης ήταν ανάλογη με την ένταση της ζώνης που έδωσε η ηλεκτροφόρηση 
των NS4b γονιδίων στην εικόνα 19 και του γραμμοποιημένου φορέα pET-20b(+) 
στην εικόνα 18. Ακόμα πραγματοποιήθηκε και η αντίδραση σύνδεσης ελέγχου- 
control reaction, όπως έχει ήδη προαναφερθεί, με αντιδρών μόριο αυτή τη φορά 
μόνο τον πλασμιδιακό φορέα pET-20b(+). Το γεγονός ότι στο τρυβλίο που 
επιστρώθηκε το προϊόν του μετασχηματισμού δεν εμφανίστηκε καμία αποικία 
σημαίνει ότι η αντίδραση CIAP ήταν επιτυχημένη και ο φορέας είναι καθαρός, 
αποφωσφορυλιωμένος και γραμμοποιημένος.
Α- Ακολούθησε η μεταφορά των προϊόντων των αντιδράσεων σύνδεσης σε 
δεκτικά κύτταρα DH5aF’, με τη διαδικασία του μετασχηματισμού. Η ανάπτυξη 
των μετασχηματισμένων κυττάρων έγινε στους 37°C σε τριβλία άγαρ με το 
αντιβιοτικό αμπικιλίνη (100 mg/ml) σε τελική συγκέντρωση 0,1 mg/ml στους 37°C 
για τουλάχιστον 12h. Ο πλασμιδιακός φορέας pET-20b δεν διαθέτει το οπερόνιο 
LacZ με αποτέλεσμα να μην είναι δυνατή η επιλογή των κλώνων που έχουν 
προσλάβει το πλασμίδιο με βάση την επιλογή μπλε/άσπρων αποικιών. Παρ’ ολ’ 
αυτά, χρησιμοποιήθηκαν αναπτυχθείσες αποικίες για την δημιουργία υγρών 
καλλιεργειών σε LB broth με αμπικιλίνη, για να γίνει στην συνέχεια απομόνωση 
του πλασμιδιακού DNA με την τεχνική mini preparation σε τελικό όγκο 120λ.
Α- Ο έλεγχος της αποτελεσματικότητας των αντιδράσεων σύνδεσης 
πραγματοποιήθηκε με πέψη των ανασυνδιασμένων πλασμιδίων που 
απομονώθηκαν κατά τη διαδικασία των minipreps με ένζυμα χαρακτηριστικά 
για το κάθε υπότυπο και παρακολούθησης του πρότυπου πέψης ύστερα από 
ηλεκτροφόρηση αυτών σε πηκτή αγαρόζης (1%) (εικόνα 20). Οι θετικοί κλώνοι 
είναι αυτοί που το πρότυπο πέψης τους είναι το αναμενόμενο σύμφωνα με τους 
κατασκευασμένους πλασμιδιακούς χάρτες. Από τους θετικούς κλώνους της 
εικόνας 20 διαλέγουμε τυχαία δύο από τον κάθε υπότυπο και δίνουμε 
κωδικοποιημένη ονομασία προς διευκόλυνση της αρχειοθέτησης τους στο 
εργαστήριο αλλά και προς διευκόλυνση του αναγνώστη. Έτσι δύο κλώνοι 
θετικών πλασμιδίων pET20b(+) + NS4b-la ονομάστηκαν ρΗΡΙ 8228 και ρΗΡΙ 
8229, δύο κλώνοι θετικών πλασμιδίων pET20b(+) + NS4b-4p ονομάστηκαν ρΗΡΙ 
8230 και ρΗΡΙ 8231 και δύο κλώνοι θετικών πλασμιδίων pET20b(+) + NS4b-6a 
ονομάστηκαν ρΗΡΙ 8232 και ρΗΡΙ 8233. Με αυτόν τον τρόπο συνεχίζουμε την 
πειραματική διαδικασία μόνο με τους θετικούς, για την σωστή αντίδραση 
σύνδεσης, κλώνους. Συγκεκριμένα:
(Γ) πέψη πλασμιδίου pET20b(+)+NS4b-la (κλώνοι ρΗΡΙ 8228 και ρΗΡΙ 8229) με 
Xba 1/ Xho I , (Δ) πέψη πλασμιδίου pET20b(+)+NS4b-4p (κλώνοι ρΗΡΙ 8230 και 
ρΗΡΙ 8231) με Xba 1/ Xho I , (Ε) πέψη πλασμιδίου pET20b(+)+NS4b-6a (κλώνοι 
ρΗΡΙ8232*αχ ρΗΡΙ8233) με Pvull
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A.
B.
Xbal
250bp oSSbp Xhol
=>
T7- - ns4b-la-
pET20b(-h)
Xbal
935bp
T7----------- ns4b -4p
Xhol
pET20b(+)
/Vu// Pvun I 1023bp I
T7- -ns4b-6a -
pET20b(+)
Γ.
pH PI8229 
pHPI8228 \
3518 bp
685 bp
Δ.
1700 bp
800 bp 
540 bp
pH PI8231 
pHPI8230 f
▲
L
3518 bp
935 bp
1% TAE agarose 1% TAE agarose
1% TAE agarose 62
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Εικόνα 20: (Γ) Κατά την πέψη του πλασμιδίων pET20b(+)+NS4b-la με Xbal/Xhol αναμένονται 
να εμφανιστούν στην ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης τρεις ζώνες μεγέθους 250 bp, 685 
bp και 3518 bp. Η πρώτη ζώνη δεν είναι εμφανής στην εικόνα της ηλεκτροφόρησης γιατί είναι 
πολύ μικρού μεγέθους και τρέχει γρήγορα προς το κάτω άκρο του πηκτώματος. Όλοι οι κλώνοι 
που απομονώθηκαν από τις αποικίες είναι θετικοί, δηλαδή η αντίδραση σύνδεσης είναι επιτυχής. 
(Δ) Κατά την πέψη των πλασμιδίων pET20b(+)+NS4b-4p με Xbal/Xhol αναμένονται να 
εμφανιστούν στην ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης δύο ζώνες μεγέθους 935 bp και 3518 
bp. Είναι εμφανές ότι δεν είναι όλοι οι κλώνοι θετικοί για την αποτελεσματική αντίδραση 
σύνδεσης. (Ε) Κατά την πέψη των πλασμιδίων pET20b(+)+NS4b-6a με PvuII αναμένονται να 
εμφανιστούν στην ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης δύο ζώνες μεγέθους 1023 bp και 3415 
bp. Είναι εμφανές ότι οι περισσότεροι κλώνοι είναι θετικοί για αποτελεσματική αντίδραση 
σύνδεσης. Οι παραπάνω υπολογισμοί του μεγέθους των ζωνών μπορούν να εξαχθούν από το 
μέρος (Α) της εικόνας όπου παρατίθενται οι χάρτες των κατασκευασμένων πλασμιδίων που 
δημιουργήθηκαν με τη βοήθεια του προγράμματος Macintosh. Στο (Β) της εικόνας βρίσκεται μια 
απλή απεικόνιση του προτύπου πέψης των πλασμιδίων προς διευκόλυνση του αναγνώστη. Από 
τους θετικούς κλώνους του κάθε πλασμιδίου επιλέγω τυχαία δύο, με τους οποίους μόνο θα 
ασχοληθώ στην πορεία και οι οποίοι είναι σημειωμένοι στην εικόνα με τους κωδικούς τους 
αριθμούς. Έτσι από τα πλασμίδια pET20b(+)+NS4b-la επιλέγω τους κλώνοι ρΗΡΙ8228και ρΗΡΙ 
8229\ από τα pET20b(+)+NS4b-4p επιλέγω τους ρΗΡΙ 8230 και ρΗΡΙ 8231 και από τα 
pET20b(+)+NS4b-6a επιλέγω τους ρΗΡΙ 8232 και ρΗΡΙ 8233. L (Ladder): Μάρτυρας μοριακού 
βάρους.
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Α- Επιπρόσθετα, τα πλασμίδια στάλθηκαν στην Lark Technologies για 
αλληλούχιση. Χρησιμοποιώντας το ηλεκτρονικό πρόγραμμα πολλαπλής 
ομοπαράθεσης αλληλουχιών ClustalX αποφανθήκαμε για τις νουκλεοτιδικές 
διαφορές των χιμαιρικών γονιδίων, τα οποία θα είναι οι μήτρες για τη σύνθεση 
των NS4b πρωτεϊνών (εικόνα 21).
NS4b-la ATG TCT CAG CAC TTA CCG TAC ATC GAG CAA GGG ATG ATG CTC GCT GAG CAG TTC AAG CAG
NS4b-4p . .c A.A . .T C.T . .A CTA G. . . .T . .A c.. CAA T.G . .G . .A . .A . .A
NS4b-6a AG. A. C . .C C. . .CT G.C C.C CA. CAA A. T . .C . .A • GA . .A
NS4b-la AAG GCC CTC GGC CTC CTG CAG ACC GCG TCC CGC CAA GCA GAG GTT ATC ACC CCT GCT GTC
NS4b-4p . .A . .T G.G AGC GT. . .c A. T AAG . .G . .c A. . . AA GCA . .A . .A .TG
NS4b-6a .TG . .G . .A G. . AGT G. . AAG . .G C. . . .A .AG C.G .AG . .c
NS4b-la CAG ACC AAC TGG CAG AAA CTC GAG GTC TTC TGG GCG AAG CAC ATG TGG AAT TTC ATC AGT
NS4b-4p T.A . .T CTA . .A . . G . .T CAG . .T . .A . .C . .T . .C
NS4b-6a . .T GCG .CT . .G G.G .AG .AT AG. . .C . .T . .c
NS4b-la GGG ATA CAA TAC TTG GCG GGC CTG TCA ACG CTG CCT GGT AAC CCC GCC ATT GCT TCA TTG
NS4b-4p . .C . .C . .G . .T C.T . .T . .G T.A . .C . .C . .A . .C . .c . .T . .T . .A . .C C. .
NS4b-6a . .T . .C C.T . .C . .c . .c . .A G.G . .A . .c
NS4b-la ATG GCT TTT ACA GCT GCC GTC ACC AGC CCA CTA ACC ACT GGC CAA ACC CTC CTC TTC AAC
NS4b-4p . .c CAA . .T . .T
NS4b-6a T.A . .G T.A T.G . .T . .C . .G . GG AC. . .G .T. GGG A. G C. .
NS4b-la ATA TTG GGG GGG TGG GTG GCT GCC CAG CTC GCC GCC ccc GGT GCC GCT ACC GCC TTT GTG
NS4b-4p C.A . .A . .C T.G A. . . .T A. . ACG . .T T. . . .G . .T . .c
NS4b-6a C.C . .C A. C A.A . .C AGA . .A G.G . .T C. . ccc . . G T.C . .A . .T . .c . .C
NS4b-la GGC GCT GGC TTA GCT GGC GCC GCC ATC GGC AGC GTT GGA CTG GGG AAG GTC CTC GTG GAC
NS4b-4p .T. AGC . .T C.C . .G . .G . .T . .G G.T . .c T. . . .A . .G . .C
NS4b-6a .TG AGC .AT C.G . .A . .A A. T G. . . .A A. C . .G . .c . GA . .G T.G . .T . .T
NS4b-la ATT CTT GCA GGG TAT GGC GCG GGC GTG GCG GGA GCT CTT GTA GCA TTC AAG ATC ATG AGC
NS4b-4p G.G . .C A. . . .T
NS4b-6a G.G . ,c
NS4b-la GGT GAG GTC CCC TCC ACG GAG GAC CTG GTC AAT CTG CTG CCC GCC ATC CTC TCG CCT GGA
NS4b-4p A. G . .G A.A . .C
NS4b-6a . .C TG. . .G A. . . .G C.G T.G . .C . .A . .G
NS4b-la GCC CTT GTA GTC GGT GTG GTC TGC GCA GCA ATA CTG CGC CGG CAC GTT GGC CCG GGC GAG
NS4b-4p . .T
NS4b-6a . .T . .c . .G . . G . .G . .C . .G . .T . .T . .C . .C T.A A.A . .T . .T .CT
NS4b-la GGG GCA GTG CAA TGG ATG AAC CGG CTA ATA GCC TTC GCC TCC CGG GGG AAC CAT GTT TCC
NS4b-4p
NS4b-6a . .T . .c AAC . .G . .G A.A . .C . .G
NS4b-la ccc ACG CAC TAC GTG CCG GAG AGC GAT GCA GCC GCC CGC GTC ACT GCC ATA CTC AGC AGC
NS4b-4p . .T . .c . .c TCT . .T . .A . .G TCA TCT
NS4b-6a . .A . .A . .C . .A .CT . .C . .G T.A AAG AAT . .G CAG ■ CT TCT
NS4b-la CTC ACT GTA ACC CAG CTC CTG AGG CGA CTG CAT CAG TGG ATA AGC TCG GAG TGT ACC ACT
NS4b-4p . .G . .G . .A TCC . .T . .C . .c A. . . .c .AT GAA . .c c..
NS4b-6a . .c A. C . .T AGT . .A . .C C.T A. . T.A G.C .AT GA. . .C ACG G. . . .c
NS4b-la CCA TGC GCG GCC GCA CTC GAG CAC CAC CAC CAC CAC CAC CAC TGA
NS4b-4p . .G
NS4b-6a ..Τ
Εικόνα 21: Με τη χρήση του προγράμματος ClustalX πραγματοποιήθηκε η πολλαπλή 
ομοπαράθεση των νουκλεοτιδικών αλληλουχιών των χιμαιρικών NS4b γονιδίων. Εκτός από τις 
νουκλεοτιδικές τους διαφορές είναι εφικτό να παρατηρήσει κανείς και τις παραπάνω 
αλληλουχίες που έχουν παραλάβει τα γονίδια κατά τη διάρκεια των δύο υποκλωνοποιήσεων 
(κίτρινα πλαίσια). Παρατηρείται το κωδικόνιο έναρξης της μετάφρασης το οποίο αποτελεί μέρος 
του εκκινητικού μορίου που χρησιμοποιήθηκε κατά την PCR και άλλα 12 κωδικόνια στο τέλος 
της αλληλουχίας εκ των οποίων τα 6 κωδικοποιούν ιστιδίνες, το τελευταίο είναι το κωδικόνιο 
τερματισμού της μετάφρασης και τα υπόλοιπα είναι απλά επιπρόσθετες αλληλουχίες, όλα 
προερχόμενα από τον φορέα.
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Α- Μετά από τις πέψεις των πλασμιδίων pET20b(+) + NS4b γονιδίων, 
πραγματοποιούμε απομόνωση πλασμιδιακού DNA σε μεγάλη κλίμακα στους έξι 
κλώνους που έχουμε επιλέξει τυχαία από όλους τους θετικούς (δύο κλώνοι για 
τον κάθε υπότυπο). Την διαδικασία των largeprep ακολουθεί ο καθαρισμός των 
πλασμιδίων με CICs και υπολογισμός την συγκέντρωσης των δειγμάτων με 
φωτομέτρηση υπεριώδους στα 260nm. Η ορθότητα της φωτομέτρησης μπορεί να 
επαληθευτεί τρέχοντας τα δείγματα σε μια πηκτή αγαρόξης (1%) και 
συγκρίνοντας την τιμή της φωτομέτρηση με την ένταση της ζώνης. Η διαδικασία 
αυτή θα μπορούσε να έχει παρακαμφθεί και να πραγματοποιόταν κατευθείαν 
μετασχηματισμός των BL21(DH3)PlysS με τα πλασμίδια από τα παραπάνω 
θετικά minipreps. Παρ’ όλ’ αυτά η διαδικασία των large preps ενισχύει τον 
καθαρισμό των πλασμιδίων από άλλα υλικά των κυττάρων (πχ. κυτταρικό 
RNA) ή των προηγούμενων αντιδράσεων και έτσι ο μετασχηματισμός είναι πιο 
αποτελεσματικός.
4- Για να μπορέσουμε να συνεχίσουμε την πειραματική μας διαδικασία 
ξέροντας σχεδόν σίγουρα ότι οι κλώνοι που θα χρησιμοποιηθούν για τον 
μετέπειτα μετασχηματισμό των BL21(DH3)PlysS, πραγματοποιούμε ξανά πέψη 
των ανασυνδιασμένων πλασμιδίων που έχουμε επιλέξει τυχαία με μια σειρά από 
περιοριστικές ενδονουκλεάσες. Ηλεκτροφόρηση αυτών σε πήκτωμα αγαρόζης 
(TAE IX, 1%).
Συγκεκριμένα:
Πέψη ΡΗΡΙ 8228 (πέψεις 1-6), 8229 (πέψεις 7-12), 8230 (πέψεις 13- 18) και 8231 
(πέψεις 19- 24) με τα εξής:
1,7, 13, 19 : Ndel- Notl
2, 8, 14, 20 : Xhol
3, 9, 15, 21 : Pvu II
4, 10, 16, 22 : Pst l
5, 11,17, 23 : Hindlll- Xhol
6, 12, 18, 24 : Hindlll- Pvu II
Πέψη των ΡΗΡΙ 8231 (πέψεις 25- 27) και ΡΗΡΙ 8232 (πέψεις 28- 30) με τα εξής:
25, 28 : Ndel- Notl
26, 29 : Spe I- Xba I
27, 30 : Pvu II
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pH PI8228 pHPI8229
1 2 3 4 5 6 1 7 8 9 10 11 12
® <=’ s:
*. 2437bp 
2016bp
>· 1065 bp
* 799 bp
* 685 bp
1% TAE agarose
pHP18230 pHPI8231
-► 4453 bp
w 950 bp 
X 799 bp 
688 bp
13 14 15 16 17 18 L 19 20 21 22 23 24
1% TAE agarose
dHPI8232 pH PI8233
1% TAE agarose
Εικόνα 22: Πέψη των larpreps με ένζυμα περιορισμού. Ο αριθμός πάνω από κάθε πορεία 
αντιπροσωπεύει την κάθε πέψη των πλασμιδίων, τα οποία σημειώνονται με κωδικό αριθμό. Οι 
ζώνες που εμφανίζονται, οι οποίες σύμφωνα με τους χάρτες στην εικόνα είναι σωστοί, είναι οι 
εξής: πέψεις 1, 7, 13, 19, 25 και 28 -> δύο ζώνες (799 bp και 3654 bp), πέψεις 2 και 8 -> δύο ζώνες 
(685 bp και 3768 bp), πέψεις 14 και 20 -> μία ζώνη( 4453 bp) που αντιπροσωπεύει τον 
γραμμοποιημένο φορέα, πέψεις 3 και 9 -> δύο ζώνες ( 1065 bp και 3388 bp), πέψεις 15 και 21 -> 
μία ζώνη ( 4453 bp) που αντιπροσωπεύει τον γραμμοποιημένο φορέα, πέψεις 4 και 10 -> δύο 
ζώνες ( 2016 bp και 2437 bp), πέψεις 16 και 22 -> μία ζώνη ( 4453 bp) που αντιπροσωπεύει τον 
γραμμοποιημένο φορέα, πέψεις 5 και 11 -> δύο ζώνες ( 685 bp και 3768 bp), πέψεις 17 και 23 -> 
δύο ζώνες ( 688 bp και 3765 bp), πέψεις 6 και 12 -> δύο ζώνες ( 1065 bp και 3388 bp), πέψεις 18 
και 24 -> δύο ζώνες ( 950 bp και 3503bp), πέψεις 26 και 29 -> δύο ζώνες ( 841bp και 3612 bp), 
πέψεις 27 και 30 -> δύο ζώνες (1038 bp και 3415 bp).
L (Ladder): Μάρτυρας μοριακού βάρους.
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4 Το επόμενο πειραματικό στάδιο περιλαμβάνει έξι διαδικασίες 
μετασχηματισμού των BL21(DH3)PlysS με τους κλώνους ρΗΡΙ8228, 8229, 8230, 
8231, 8232, και 8233 αντίστοιχα. Τα μετασχηματισμένα κύτταρα επιστρώθηκαν 
σε τριβλία άγαρ με αμπικιλίνη και η ανάπτυξη τους πραγματοποιήθηκε σε 
θερμοκρασία 37°C, Ο/Ν. Μοναδική αποικία από τον κάθε ένα από τους έξι 
μετασχηματισμούς εμβολιάστηκε σε LB- Broth και αφέθηκε να επωαστεί Ο/Ν, 
37 °C. Θα πρέπει να αναφερθεί ότι παρ’ όλο που τα BL21(DH3)PlysS είναι 
ανθεκτικά στην χλωραμφαινικόλη δεν προστέθηκε αυτό το αντιβιοτικό στα 
θρεπτικά υλικά LB- Broth και LB- άγαρ που χρησιμοποιήθηκαν παραπάνω, 
παρά μόνο αμπικιλίνη. Αυτό έγινε γιατί θεωρήθηκε αρκετό να χρησιμοποιηθεί η 
χλωραμφαινικόλη μόνο κατά την διαδικασία παρασκευής επιδεκτικών 
κυττάρων στον αρχικό εμβολιασμό, όπως έχει ήδη περιγράφει.
4 Την επώαση ακολουθεί μεταφορά 1ml από την κάθε καλλιέργεια σε 
eppendorf και φυγοκέντρηση lmin, 13000rpm, απόχυση υπερκειμένου και 
επαναδιάλυση ιζήματος με 40λ SDS gel- loading buffer 2Χ. Αφήνονται στους 
-20°C. Αφού προσθέσουμε Ιμΐ μερκαπτοαιθανόλη σε κάθε δείγμα και τα 
βράσουμε για 3min τότε μπορούμε να τα φορτώσουμε 12% πήκτωμα 
ακρυλαμιδίου για ηλεκτροφόρηση και διαχωρισμό των πρωτεϊνών. Μαζί με τα 
δείγματα φορτώνουμε τον μάρτυρα μοριακού βάρους και το αρνητικό control το 
οποίο αποτελεί εκχύλισμα κυττάρων που έχουν μετασχηματιστεί με τον 
πλασμιδιακό φορέα pET20b(+) χωρίς το ένθετο γονίδιο και έτσι δεν έχουν 
εκφράσει κάποια από τις τρεις NS4b πρωτεΐνες. Το αρνητικό control είναι 
απαραίτητο γιατί περιέχει όλες τις πρωτεΐνες του κυτταρικού εκχυλίσματος εκτός 
από τις NS4b. Η διαδικασία αυτή διαρκεί 7- 8h και η ένταση του ρεύματος που 
απαιτείται είναι περίπου 120V.
4 Αμέσως μετά την ηλεκτροφόρηση των κυτταρικών εκχυλισμάτων σε 
πήκτωμα ακρυλαμιδίου πραγματοποιείται μεταφορά των διαχωρισμένων 
πρωτεϊνών από αυτό σε μεμβράνη νιτροκυτταρίνης (transfer) σύμφωνα με το 
πρωτόκολλο που αναφέρεται στην ενότητα των μεθόδων. To “’sandwich” 
μεταφοράς που αποτελείται από χαρτιά Wattman, μεμβράνη νιτροκυτταρίνης 
και το πήκτωμα ακρυλαμιδίου, τοποθετείται στη συσκευή του tranfer με 
προσοχή έτσι ώστε η νιτροκυτταρίνη να είναι τοποθετημένη προς την άνοδο, 
γιατί οι πρωτεΐνες είναι αρνητικά φορτισμένες και μόνο έτσι θα μπορέσουν να 
περάσουν σε αυτή. Αφήνουμε τη συσκευή για 3h στα 300mA. Μετά την 
ολοκλήρωση αυτής της διαδικασίας εμβαπτίζουμε τη μεμβράνη στο διάλυμα 
χρωματισμού Panceau S. και την ξεπλένουμε ελαφρώς με απιονισμένο νερό. Η 
μεμβράνη είναι έτοιμη να χρησιμοποιηθεί για τη διαδικασία του Western.
4 Κατά τη διαδικασία ανοσοαποτύπωσης τύπου Western αφού 
ξεπλύνουμε τη μεμβράνη με 5% blocking solution έτσι ώστε να κορεστούν οι μη 
ειδικές θέσεις σύνδεση του αντισώματος, την εμβαπτίζουμε με ανθρώπινο 
αντίσωμα (human), σε αραίωση 1/500, για την πρωτεΐνη NS4b του υπότυπου la 
από ορό ασθενούς. Το ότι χρειάζεται να ανιχνεύσω τις NS4b πρωτεΐνες και των 
τριών υποτύπων (la, 4ρ και 6a) και χρησιμοποιώ αντισώματα του τύπου la για 
να επωάσω την μεμβράνη, δεν έχει σημασία γιατί λόγω των αποδιατακτικών
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συνθηκών του Western στις οποίες η στερεοδιαμόρφωση των πρωτεϊνών 
μεταβάλλεται δραματικά, θα ανιχνευθούν όλες. Αυτό ακριβώς είναι το 
σημαντικό σε αυτή τη φάση του πειράματος γιατί έτσι γίνεται γνωστό ότι έχουν 
εκφραστεί και οι τρεις NS4b πρωτεΐνες. Μετά το ξέπλυμα του πρώτου 
αντισώματος με blocking solution 1%, εμβαπτίζω τη μεμβράνη με anti- human 
αντίσωμα σε αραίωση, 1/1000 , το οποίο συνδέεται με το πρώτο. Το δεύτερο 
αντίσωμα είναι επίσης συνδεδεμένο με μια υπεροξειδάση (Horse Radish 
Peroxidase) με της οποίας τη δράση θα γίνει εφικτή η ανίχνευση των πρωτεϊνών 
λόγω φωταύγειας (εικόνα 23). Το φαινόμενο της φωταύγειας πραγματοποιείται 
λόγω της αντίδραση της HPR με τα συστατικά τα οποία εμπεριέχονται στο 
τελικό διάλυμα εμβάπτισης της νιτροκυτταρίνης ακριβώς πριν την εμφάνιση σε 
φωτογραφικό φιλμ.
Εικόνα 23: Απεικόνιση του φαινομένου της φωταύγειας. Αφού συνδεθεί το πρώτο αντίσωμα 
(human) με τις πρωτεΐνες που βρίσκονται ακινητοποιημένες στην μεμβράνη νιτροκυτταρίνης 
προστίθενται και το δεύτερο αντίσωμα (anti- human) το οποίο συνδέεται ειδικά με το πρώτο. Η 
υπεροξειδάση (HPR) είναι συνδεδεμένη με το δεύτερο αντίσωμα και όταν η μεμβράνη 
εμβαπτίζεται με το τελικό διάλυμα τότε παράγεται σήμα το οποίο αποτυπώνεται πάνω στο 
φωτογραφικό φιλμ.
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Το τελικό αποτέλεσμα της πειραματικής αυτής διαδικασίας είναι αποτύπωση 
τύπου Western των πρωτεϊνών NS4b-la, NS4b-4p και NS4b-6a του HCV (εικόνα 
24).
KDa
NS4b-4p NS4b-la NS4b-6a pET20b(+) 
1 2 3 4 5 6 7
37 ,
26
19 .1
1
' 1
* ^Siis· .
■ ^'· Sr
12% SDS-PAGE
::. 7 fer
NS4b
Western blotting analysis of 
HCV NS4b proteins expressed in 
E. coli (crude extracts), from 
different subtypes, using human 
sera, positive to HCV type la.
Εικόνα 24: Αποτύπωση τύπου Western των προκαρυωτικά εκφραζόμενων NS4b πρωτεϊνών των 
υποτύπων la, 4ρ και 6a, χρησιμοποιώντας ανθρώπινο ορό, θετικό για τον υπότυπο la του HCV. 
Η κάθε πορεία σημειώνεται με έναν αριθμό ο οποίος αντιπροσωπεύει έναν πλασμιδιακό κλώνο 
από του έξι τελικούς που παρασκευάστηκαν και ελέγχθηκαν με πρότυπα πέψης κατά τη 
διάρκεια της πειραματικής διαδικασίας. Συγκεκριμένα, 1: ρΗΡΙ 8230, 2: ρΗΡΙ 8231, 3: ρΗΡΙ 8228, 
4: ρΗΡΙ 8229, 5: ρΗΡΙ 8232 και 6: ρΗΡΙ 8233. Είναι εμφανής η ζώνη περίπου στα 30 kD και στις 
έξι διαδρομές, η οποία αντιπροσωπεύει την αντίστοιχη NS4b πρωτεΐνη του κάθε υπότυπου. Είναι 
γνωστό ότι η αρτιγενής NS4b πρωτεΐνη που παράγεται από τον HCV μέσα στο κύτταρο ξενιστή, 
έχει μοριακό βάρος 27 kD, όμως η χιμαιρική που περιέχει και αλληλουχίες που προέρχονται 
κυρίως από τον πλασμιδιακό φορέα pET20b(+), εμφανίζεται γύρω στα 30 kD. (ΗNS4b πρωτεΐνη 
και των τριών υποτύπων έχει 261 αα και το κάθε αμινοξύ έχει μοριακό βάρος 110 τότε 
υπολογίζουμε ότι η πρωτεΐνη έχει μοριακό βάρος 261 x 110 = 27kD, το οποίο επαληθεύει και τη 
θεωρία.. Επιπρόσθετα, αν τα επιπλέον αμινοξέα της κάθε πρωτεΐνης είναι 11 τότε τελικά το 
μοριακό της βάρος θα είναι 27 + (12 χ 110) = 30 kD). Παρατηρείται επίσης και μια ακόμα ζώνη 
πιο πάνω, περίπου στα 35 kD. Πρόκειται για τις πρωτεΐνες του κυτταρικού εκχυλίσματος στις 
οποίες δεσμεύτηκε μη ειδικά το πρώτο αντίσωμα από τον ορό το ασθενούς (αφού είναι 
πολυκλωνικό) με αποτέλεσμα να δώσει σήμα. Τέλος στη διαδρομή 7 βρίσκεται το αρνητικό 
control (εκχύλισμα βακτηρίων pET20b(+)) το οποίο περιέχει όλες τις κυτταρικές πρωτεΐνες εκτός 
από τις NS4b. Η ζώνη που αποτυπώθηκε βρίσκεται στα ~35 kD και δεν υπάρχει ανίχνευση στα 
30 kD. Το γεγονός αυτό ενισχύει το αποτέλεσμα του πειράματος γιατί αν υπήρχε ζώνη στα 30 kD 
τότε αυτή δεν θα αντιπροσώπευε την NS4b.
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6. Συζήτηση
Η γενετική ετερογένεια του HCV επηρεάζει το επίπεδο της μόλυνσης και τη 
σοβαρότητας της ασθένειας αλλά και την απόκριση στη θεραπεία και την δράση 
των εμβολίων. Υποστηρίζεται ότι οι γενώτυποι/ υπότυποι του HCV που είναι 
φυλογενετικά απομακρυσμένοι από τον γενότυπο la μπορεί να έχουν αρκετή 
διαφορά ως προς την αντιδραστικότητας τους με τα αντισώματα που υπάρχουν 
στον ορό των ασθενών κατά τη πραγματοποίηση διαγνωστικών δοκιμών κάτι 
το οποίο δυσχεραίνει την εξαγωγή των αποτελεσμάτων (Mavromara Ρ. Et al. 
Medecine et maladies infectieuses, 2005). Αυτό συμβαίνει λόγω της 
ποικιλομορφία των αμινοξικών αλληλουχιών των ιικών πρωτεϊνών, οι οποίες 
λειτουργούν ως αντιγόνα, και συνάμα της διαφορετικής τους 
στερεοδιαμόρφωσης, η οποία ελέγχει τις περιοχές της πρωτεΐνης που εκτίθενται 
σε φαρμακευτικές ουσίες αλλά και στην αντιγονική πίεση. Έτσι και στην 
προκειμένη περίπτωση τα αντιδρώντα αντισώματα είναι διαφορετικά στην κάθε 
μια από τις NS4b-la, NS4b-4p, NS4b-6a όπως και η χορηγούσα θεραπεία 
(φαρμακευτικές ουσίες) θα πρέπει να είναι ανάλογη (Abdelfattah Μ. Attallah et 
al. Sciencedirect, 2008). Στην εικόνα 25 παρατίθεται η ομοπαράθεση των 
αμινοξικών αλληλουχιών των πρωτεϊνών NS4b-la, NS4b-4p και NS4b-6a έτσι 
ακριβώς όπως κωδικοποιούνται από το ιικό γένωμα κάνοντας εμφανή τη 
αρκετά μεγάλη ετερογένεια τους. Η ομοπαράθεση αυτή έγινε με τη βοήθεια του 
ηλεκτρονικού προγράμματος ClustalX.
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seqA. Name Len{aa) seqB Name Lai(aa) Score
1 NS4b-la 261 2 NS4b-4p 261 85
1 NS4b-la 261 3 NS4b-6a 261 75
2 NS4b-4p 261 3 NS4b-6a 261 77
Εικόνα 25: Στο πάνω μέρος της 
εικόνας παρατίθεται η οπαράθεση 
των πρωτεινικών αλληλουχιών των 
NS4b πρωτεϊνών των υποτύπων la, 
4ρ και 6a. Μέσα στα κόκκινα κουτιά 
σημειώνονται οι περιοχές που 
παρουσιάζουν την μεγαλύτερη 
ετερογένεια μεταξύ των τριών 
αυτών υποτύπων, στις οποίες 
περιοχές οφείλεται η μεγάλη 
συγγένεια του κάθε υπότυπου σε 
συγκεκριμένα αντισώματα αλλά και 
η διαφορετικότητα της απόκρισης 
τους στις υπάρχουσες θεραπείες. 
Στο κάτω μέρος της εικόνας 
παρουσιάζεται ένας πίνακας στον 
οποίο σημειώνονται τα ποσοστά 
ομοιογένειας ανά δύο πρωτεΐνες. 
Για παράδειγμα, στην πρώτη 
γραμμή συγκρίνονται οι NS4b-la και 
NS4b-4p και ο βαθμός ομοιογένειας 
τους είναι 85%. Ομοίως ισχύει και 
για τις υπόλοιπες γραμμές.
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Λόγω αυτή της μεγάλης συσχέτισης αμινοξικής αλληλουχίας- 
στερεοδιαμόρφωσης- απόκριση στην θεραπεία καθίσταται αναγκαία η 
πραγματοποίηση ακριβέστερων μεθόδων διάγνωσης της λοίμωξης όπου θα είναι 
δυνατόν να ανιχνευθεί ακόμα και ο γενώτυπος του HCV στον ορό του 
ασθενούς. Μέχρι σήμερα έχουν κατασκευαστεί αρκετές εργαστηριακές μέθοδοι 
για διάγνωση της μόλυνσης από τον HCV και έλεγχο της προόδου της λοίμωξης. 
Σε αυτές περιλαμβάνονται η δοκιμασία (test) ανίχνευσης αντισωμάτων, 
δοκιμασία (test) μέτρησης ιικού φορτίου, δοκιμασία (test) ηπατικών ένζυμων και 
βιοψία ήπατος (pathmicro.med. sc.edu/virol /hepatitis-virus.htm). Η μέθοδος 
μέτρησης του ιικού φορτίου είναι ένα ποσοτικό PCR δοκιμασία (test) με το οποίο 
μπορεί να προσδιορίσει αν ο ιός υπάρχει στην κυκλοφορία του εξεταζόμενου 
αλλά και το ιικό του φορτίο, δηλαδή την συγκέντρωση των ιικών σωματιδίων σε 
μια συγκεκριμένη ποσότητα αίματος. Είναι μία πολύ σημαντική τεχνική γιατί 
μπορεί να βοηθήσει στην κατανόηση της απόκρισης του ασθενούς στη θεραπεία. 
Η μέτρηση των επιπέδων της αμινοτρανσφεράσης της αλανίνης στον ορό 
αποτελεί μά ακόμα σημαντική διαγνωστική δοκιμασία (test) καθώς μετρώντας 
τις συγκεντρώσεις των ηπατικών ενζύμων είναι εφικτή η παρακολούθηση της 
αντι-ιικής θεραπείας. Αύξηση των επιπέδων της αμινοτρανσφεράσης της 
αλανίνης υποδηλώνει οξεία ηπατοκυτταρική βλάβη και παρατηρείται 6-8 
εβδομάδες μετά τη HCV μόλυνση. Παρόλο που η μέτρηση του ιικού φορτίου του 
HCV και των ηπατικών ενζύμων είναι δύο πολύ χρήσιμες δοκιμασίες (tests), δεν 
είναι ικανά να προσδιορίσουν την έκταση της βλάβης του ήπατος. Αυτό το 
πρόβλημα μπορεί να ξεπεραστεί με τη βιοψία του ιστού και ιδιαίτερα στα πλαίσια 
του καθορισμού αν και πότε πρέπει να ξεκινήσει η θεραπεία.
Όπως αναφέρθηκε και νωρίτερα στην ενότητα 2 (Σκοπός της εργασίας), 
βασικός στόχος της παρούσας πειραματικής διαδικασίας είναι η παρασκευή 
ανασυνδιασμένων NS4b πρωτεϊνών των υποτύπων la, 4ρ και 6a για την χρήση 
τους ως αντιγόνα σε μεθόδους ακριβής διάγνωσης του γενοτύπου του HCY. Μια 
σημαντική μέθοδος η οποία θεωρείται ότι μπορεί να δώσει τέτοιες απαντήσεις 
είναι η ανοσοενζυματική τεχνική ανίχνευσης αντισωμάτων (ELISA) (Abdelfattah 
Μ. Attallah et al. Sciencedirect, 2008, pathmicro.med.sc.edu/virol/hepatitis- 
virus.htm). Πρόκειται για ανίχνευση ειδικών αντισωμάτων στον ορό ασθενών 
μετά από αντίδραση τους με συγκεκριμένα αντιγόνα τα οποία βρίσκονται 
ακινητοποιημένα σε επίπεδες πλάκες πολυστυρενίου. Τα αντιγόνα μπορεί να 
είναι οποιεσδήποτε πρωτεΐνες στέκονται η αιτία για την παραγωγή των 
αντίστοιχων αντισωμάτων. Στην προκειμένη περίπτωση μπορεί να είναι οι μη 
δομικές πρωτεΐνες NS4b των υποτύπων la, 4ρ και 6a. Αντισώματα κατά του 
HCV συνήθως ανιχνεύονται στο αίμα μέσα σε 6 με 7 εβδομάδες αφού ο ιός 
προσβάλει το άτομο παρόλο που μπορεί να πάρει μέχρι και 3 μήνες για κάποια 
άτομα να αναπτύξουν ανιχνεύσιμα αντισώματα. Τα βασικά μειονεκτήματα 
παραμένουν η μη υψηλή ευαισθησία και ειδικότητα, υψηλά ποσοστά ψευδώς 
θετικών αποτελεσμάτων σε ομάδες χαμηλού κινδύνου και χαμηλή ευαισθησία σε 
ασθενείς που έχουν υποβληθεί σε μεταμόσχευση ήπατος λόγω 
ανοσοκαταστολής. Παρ’ όλα αυτά τα ψευδώς θετικά αποτελέσματα μειώνονται 
σημαντικά σε ομάδες υψηλού κινδύνου. Για την επιβεβαίωση θετικών 
αποτελεσμάτων έχουν αναπτυχθεί δοκιμασίες (tests) οι οποίες βασίζονται στη
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μέθοδο ανοσοαποτύπωσης σε στερεή επιφάνεια και ονομάζονται RIBA 
δοκιμασίες (tests) (recombinant immunoblot assay). Μέσω αυτής της δοκιμασίας, 
είναι εφικτή η ανίχνευση των αντισωμάτων για κάθε αντιγόνο του ιού HCV 
ξεχωριστά.
Με τη βοήθεια του προγράμματος ClustalX πραγματοποιήθηκε η 
ομοπαράθεση των αμινοξικών αλληλουχιών των τριών NS4b χιμαιρικών 
πρωτεϊνών και παρατίθεται στην εικόνα 26.
60
NS4b-la MSQHLPYIEQ GMMLAEQFKQ KALGLLQTAS RQAEVITPAV QTNWQKLEVF WAKHMWNFIS
NS4b-4p ..K...LV.H . LQ.............................V. SV. Τ Κ. . ΚΕΑ. . V. .S.L....Q...............................
NS4b-6a . .R.I. .LAD RQQI. . . .R. .V...........ASA K.P.ELK. . . H.A.P.V.EY .R....................
120
NS4b-la GIQYLAGLST LPGNPAIASL MAFTAAVTSP LTTGQTLLFN ILGGWVAAQL AAPGAATAFV
NS4b-4p............................................................S...............N. ...Q....................................S.I .T.T.S....
NS4b-6a . . HH.................................V..F .S...SL... .R.T.IGML. ...S.I.R.V .P.P.S....
180
NS4b-la GAGLAGAAIG SVGLGKVLVD ILAGYGAGVA GALVAFKIMS GEVPSTEDLV NLLPAILSPG
NS4b-4p VS..............V.....................................................................V.T....................M.T..........................................
NS4b-6a VSD . . . .TV. .I...R.... V................... S ..................................C.T...M..................L....
240
NS4b-la ALWGWCAA ILRRHVGPGE GAVQWMNRLI AFASRGNHVS PTHYVPESDA AARVTAILSS
NS4b-4p .............................................................................................................................................................................
NS4b-6a ................................................. A. . .N.....................................................................T.. SKN..Q..T.
274
NS4b-la LTVTQLLRRL HQWISSECTT PCAAALEHHH HHHH*
NS4b-4p____ S..................K. .NED. P...............................................
NS4b-6a . . I. S......................VNEDTA...............................................
Εικόνα 26: Ομοπαράθεση των αμινοξικών αλληλουχιών των χιμαιρικών πρωτεϊνών NS4b των 
υποτύπων la, 4ρ και 6a με τη χρήση του προγράμματος ClustalX. Παρατηρούνται οι 
επιπρόσθετες αμινοξικές αλληλουχίες (κίτρινα πλαίσια) που έχουν παραλάβει οι τρεις πρωτεΐνες 
κατά τη διάρκεια των πειραμάτων. Σε αυτές περιλαμβάνονται το αμινοξύ μεθειονίνη στην αρχή, 
και τα 14 επιπλέον αμινοξέα στο τέλος της πρωτεΐνης τα οποία προέρχονται από το pET20b(+).
Με τη χρήση του προγράμματος FOLDpro πραγματοποιήθηκε η 
τρισδιάστατη απεικόνιση των NS4b πρωτεϊνών των τριών υποτύπων ακριβώς 
όπως θα υφίστανται μετά από τον καθαρισμό τους (εικόνα 27). Και στις τρεις 
πρωτεϊνικές δομές σημειώνονται συγκεκριμένα αμινοξέα για να γίνει ορατή η 
διαφορά στην τρισδιάστατη διαμόρφωση τους και συνάμα ο λόγος που το κάθε 
αντίσωμα ενάντια στον HCV βλέπει διαφορετικό αντιγόνο. Λόγω της 
διαφορετικής αμινοξικής τους αλληλουχίας έχουν διαφορετική 
στερεοδιαμόρφωση και έτσι και διαφορετικούς επίτοπους.
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Εικόνα 27: Οι τρισδιάστατες δομές των χιμαιρικών NS4b-la, NS4b-4p και NS4b-6a πρωτεϊνών 
που δημιουργηθηκαν με τη χρήση του προγράμματος FOLDpro. Η NS4b-la έχει μία πυκνή δομή, 
πλούσια σε α- έλικες και ελεύθερη στα C- και Ν- τελικά άκρα. Έτσι ακριβώς μπορεί να 
περιγράφει και η δομή της NS4b-4p. Η NS4b-6a όμως διαφέρει αρκετά ως προς τη δομή από τις 
άλλες δύο πρωτεΐνες. Συγκεκριμένα, είναι εμφανές ότι η δομή της δεν είναι τόσο πυκνή, το κέντρο 
της είναι μη εγκιβωτισμένο και οι α- έλικες είναι ελάχιστες έως και ανύπαρκτες. Παράλληλα με 
τις πρωτεϊνικές στερεοδιαμορφώσεις βρέθηκε το ισοηλεκτρικό σημείο της κάθε μίας με τη χρήση 
του προγράμματος EMBL (WWW Gatexay Isoelectric Point Service). H NS4b-la έχει τιμή Ι.Σ 
περίπου 8.5 ενώ οι NS4b-4p και NS4b-6a περίπου 9 κάτι το οποίο σημαίνει ότι οι δύο τελευταίες 
είναι περισσότερο αλκαλικές σε ουδέτερο pH και αυτό τις βοηθάει να κρατάνε σταθερή τη 
διαμόρφωση τους. Μια τέτοιου είδους πληροφορία είναι σημαντική στο να μπορέσουμε να 
υποθέσουμε την αντίδραση τους κατά τη διάρκεια δοκιμασία ανοσοαποτύπωσης (test). Τέλος, 
στο κάτω μέρος της εικόνας παρατίθενται τα διαγράμματα υδροφοβικότητας που αντλήθηκαν 
από την ηλεκτρονική βάση δεδομένων expasy. Παρατηρείται ότι είναι σχεδόν ίδια και για τις τρεις 
πρωτεΐνες. Είναι εμφανές ότι η υδροφοβικότητα αυξάνεται στο εσωτερικό των πρωτεϊνών αφού 
η τιμή της στο μέσο των διαγραμμάτων είναι στα υψηλότερα επίπεδα.
Εκτός από την χρήση των ανασυνδιασμένων NS4b πρωτεϊνών στη 
διάγνωση της λοίμωξης από συγκεκριμένο γενότυπο, θα είναι εφικτή η 
εκμετάλλευση τους για πειράματα μελέτης λειτουργίας και παθογενετικών 
μηχανισμών της η πατοκυτταρ ικής βλάβης και παρασκευής εξειδικευμένων 
αντιικών φαρμάκων και εμβολίων (Abdelfattah Μ. Attallah et al. Sciencedirect, 
2008). Τα φάρμακα αυτά θα στοχεύουν «ενεργά κέντρα» της πρωτεΐνης τα 
οποία είναι υπεύθυνα για συγκεκριμένες λειτουργίες της και έτσι θα αναστέλλουν 
τη δράση της. Η τρισδιάστατη απεικόνιση τους στο χώρο (εικόνα 27) δείχνει ότι 
αυτές οι ενεργές περιοχές βρίσκονται σε διαφορετική διαμόρφωσης στην κάθε
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περίπτωση ή δεν συμπίπτουν καν σε επίπεδο αλληλουχίας λόγω της γενετικής 
τους ετερογένειας.
Από όλα τα παραπάνω γίνεται κατανοητό πόσο σημαντικό είναι η 
πραγματοποίηση πειραμάτων παραγωγής ανασυνδιασμένης NS4b πρωτεΐνης 
των υποτύπων la, 4ρ και 6a του HCV για τις γεωγραφικές περιοχές στις οποίες 
οι συγκεκριμένοι γενώτυποι του ιού είναι οι επικρατέστεροι. Μια έγκαιρη και 
ακριβής διάγνωση, μια αποτελεσματικότερη θεραπεία και μια κατευθυνόμενη 
πρόληψη μπορούν να μειώσουν τα επίπεδα της ασθένειας και των σοβαρότατων 
επιπτώσεων της σε πολύ χαμηλές τιμές οδηγώντας σε ένα ασφαλέστερο και 
ποιοτικότερο επίπεδο ζωής σε αυτούς τους πληθυσμούς.
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